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I.  Imie i nazwisko

Danuta Dudzik

I1.  Posiadane dyplomy, stopnie naukowe

02 listopada 2004 tytut magistra farmacji, Wydzial Farmaceutyczny, Akademia Medyczna w
Biatymstoku

18 listopada 2009 tytut doktora nauk medycznych w zakresie biologii medycznej; rozprawa doktorska
pt. ”Aktywnos¢ N-acetylo-p-D-heksozoaminidazy lizosomalnej oraz N-acetylo-B-D-heksozoaminidazy
cytoplazmatyczno-jadrowej w surowicy krwi i w tozysku w cukrzycy cigzowej” Klinika
Endokrynologii, Diabetologii i Choréb Wewng¢trznych, Wydziat Lekarski z Oddzialem Stomatologii i
Oddziatem Nauczania w Jezyku Angielskim, Uniwersytet Medyczny w Bialymstoku

I11.  Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

2005 — 2009 Studia Doktoranckie, Wydziat Lekarski z Oddziatem Stomatologii i Oddziatem Nauczania
w Jezyku Angielskim, Uniwersytet Medyczny w Biatymstoku

2009 — 2014 Asystent, Zaktad Farmakologii, Wydzial Lekarski z Oddziatem Stomatologii i Oddziatlem
Nauczania w Jezyku Angielskim, Uniwersytet Medyczny w Bialymstoku

2011 — 2014 Staz podoktorski, Centrum Metabolomiki i Bioanaliz (CEMBIO), Uniwersytet San Pablo
CEU, Madryt, Hiszpania

2014 — obecnie Pracownik naukowy, Centrum Metabolomiki i Bioanaliz (CEMBIO), Uniwersytet San
Pablo CEU, Madryt, Hiszpania

2018 — obecnie Asystent (pracownik naukowy), Zaklad Biofarmacji i Farmakokinetyki, Katedra
Biofarmacji i Farmakodynamiki, Wydzial Farmaceutyczny z Oddziatem Medycyny Laboratoryjnej,
Gdanski Uniwersytet Medyczny

IV.  Osiagniecia naukowe wynikajace z art. 16 ust. 2 z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz.
595 ze zm.):

a) Tytul osiagniecia naukowego

Niecelowane analizy metabolomiczne w praktyce klinicznej na przykladzie perinatologii

b) Wykaz publikacji skladajacych si¢ na osiggniecie naukowe
Osiagnigcie naukowe przedstawione do oceny w ramach postgpowania habilitacyjnego stanowi
cykl 6 publikacji (4 prace oryginalne i 2 prace pogladowe), opublikowane w latach 2014-2018. W

4 pracach jestem pierwszym autorem, natomiast w 2 pracach pehlilam funkcje autora
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korespondencyjnego. Wszystkie publikacje zostaty zmieszczone w czasopismach znajdujacych si¢
w bazie Journal Citation Reports (JRC) o tacznym wspodtczynniku oddziatywania (IF) z roku
ukazania si¢ publikacji rownym 19,461 i acznej warto$ci punktacji Ministerstwa Nauki i
Szkolnictwa Wyzszego (MNiISW) wynoszacej 205. Przedstawione prace sa monotematyczne i
dotycza wykorzystania zaawansowanych, wielkoskalowych technik analitycznych opartych na
spektrometrii mas potaczonej z roznymi technikami separacyjnymi tj. wysokosprawna
chromatografia cieczowa, chromatografia gazowa oraz elektroforeza kapilarng w niecelowanych
analizach metabolomicznych. Wyniki prac ukazuja niewatpliwy potencjat i szerokie perspektywy
ptynace z wykorzystania nowoczesnych rozwigzan analitycznych w praktyce Klinicznej, co
przedstawiono na przyktadzie badan prowadzonych w obszarze perinatologii. Ponadto,
przedstawiony cykl prac zawiera dwie prace pogladowe skupiajace si¢ na newralgicznych aspektach
analiz niecelowanych, zwigzanych z poprawnym przeprowadzeniem i utrzymaniem standardéw
najwyzszej jako$ci projektu badawczego. Wedtug rankingéw udostepnionych przez wydawnictwa
Wiley Online Library oraz Elsevier, prace te ciesza si¢ duzym zainteresowaniem Srodowiska

naukowego, 0 czym bezsprzecznie $wiadczy wysoka liczba cytowan.
Publikacje wchodzace w sklad osiagni¢cia naukowego:

01 Dudzik D, Zorawski M, Skotnicki M, Zarzycki W, Kozlowska G, Bibik-Malinowska K, Vallejo
M, Garcia A, Barbas C, Ramos MP. Metabolic fingerprint of Gestational Diabetes Mellitus. J
Proteomics. 2014 May 30;103:57-71.

IF = 3,888 / MNiSW: 35

02 Lorenzo MP, Dudzik D, Varas E, Gibellini M, Skotnicki M, Zorawski M, Zarzycki W, Pellati
F, Garcia A. Optimization and validation of a chiral GC-MS method for the determination of free
D-amino acids ratio in human urine: application to a gestational diabetes mellitus study. J Pharm
Biomed Anal. 2015 Mar 25;107:480-7.

IF = 3,169 / MNiSW: 35

03 Dudzik D, Zorawski M, Skotnicki M, Zarzycki W, Garcia A, Angulo S, Lorenzo MP, Barbas
C, Ramos MP. GC-MS based Gestational Diabetes Mellitus longitudinal study: Identification of 2-
and 3-hydroxybutyrate as potential prognostic biomarkers. J Pharm Biomed Anal. 2017 Sep
10;144:90-98.

IF =2,831/ MNiSW: 35

O4 Dudzik D*, Revello R, Barbas C, Bartha JL. LC-MS-based metabolomics identification of novel
biomarkers of chorioamnionitis and its associated perinatal neurological damage. J Proteome Res.
2015 Mar 6;14(3):1432-44.

IF =4,173 / MNiSW: 40

O5 Hernandes VV, Barbas C, Dudzik D*. A review of blood sample handling and pre-processing
for metabolomics studies. Electrophoresis. 2017 Sep;38(18):2232-2241.
IF = 2,569 / MNiSW: 25
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06 Dudzik D, Barbas-Bernardos C, Garcia A, Barbas C. Quality assurance procedures for mass
spectrometry untargeted metabolomics. A review. J Pharm Biomed Anal. 2018 Jan 5;147:149-173.
IF=2,831/MNIiSW: 35

* W pracach O4 oraz O5, petnitam funkcj¢ autora korespondencyjnego
Szczegdlowe informacje dotyczace mojego wkiadu w powstanie poszczegdlnych prac zostaty
zawarte w zatgczniku nr 3.

Sumaryczny IF = 19,461 / MNiSW: 205

c) Omowienie celu naukowego ww. prac i osiagnietych wynikow wraz z oméwieniem ich
ewentualnego wykorzystania

1. WPROWADZENIE
1.1. Poznanie ludzkiego metabolomu

Metabolomika to preznie rozwijajaca si¢, zwlaszcza w ostatniej dekadzie dziedzina biologii
systemowej obejmujaca szeroki i interdyscyplinarny zakres wiedzy. Wspoélczesne ujgcie metabolomiki
odnosi si¢ do zaawansowanych technologicznie badan majacych na celu poznanie kompletnego sktadu
metabolitdw (metabolomu), ktéry moze wykazywac roznice zalezne od stanu fizjologicznego, stopnia
rozwoju badz obecnos$ci zaburzen w funkcjonowaniu komorki, tkanki, narzadu czy tez catego organizmu
13 Badania metabolomiczne pozwalaja na jakoSciowe oraz iloSciowe analizy sktadu probek
biologicznych w kierunku poszukiwania zaleznosci i wyjasnienia zmian mig¢dzy obserwowanym
profilem metabolicznym a wystepowaniem okre$lonej jednostki chorobowej *. Metabolom tworzy
ztozona kompozycja matoczasteczkowych zwigzkow, zazwyczaj o masie molekularnej mieszczacej sie
w granicach 80 — 1500 Da, znalezionych w organizmie ludzkim, nalezacych do roznych klas
chemicznych wigczajac w to migdzy innymi weglowodany, lipidy, aminokwasy, oligopeptydy, peptydy,
mineraly, aminy biogenne, nukleotydy, kwasy organiczne, witaminy, hormony. Ponadto, sktad
endogennego metabolomu moze by¢ zaburzony r6znorodnymi czynnikami egzogennymi.
Whprowadzony termin ekspozom (ang. exposome) stuzy do opisania catkowitego narazenia organizmu
na zagrozenia $rodowiskowe np. zanieczyszczenie Srodowiska, leki, toksyny, dodatki Zzywnosci,
kosmetyki, pestycydy, barwniki oraz obejmuje wszelkie inne substancje, ktore sg spozywane,
metabolizowane czy katabolizowane przez organizm poczgwszy od momentu poczecia *°. W zwigzku
Z tym oszacowanie catkowitego rozmiaru ludzkiego metabolomu jest bardzo trudne ®. Niemniej, w roku
2007 w ramach projektu The Human Metabolome Project opracowano ogolnodostepna baz¢ The Human
Metabolome Database (HMDB) i po raz pierwszy przedstawiono zarys 2180 metabolitow
wystepujacych w tkankach oraz plynach ludzkich ’. Obecnie HMDB jest uznana za najwigkszg na

$wiecie, obszerng baze zawierajaca charakterystyke 114 100 zwiazkow, zarowno tych juz poznanych
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jak 1 mogacych wystapi¢, a scharakteryzowanych dzigki zaawansowanym modelom matematycznym

przy uzyciu narzedzi in silico ©.

1.2. Metabolomika w ujeciu biologii systemowej

Technologie ,,omiczne” (genomika, transkryptomika, proteomika oraz metabolomika) bedace
podstawg biologii systemowej W istotnym stopniu zmienily sposéb postrzegania funkcjonowania
ludzkiego organizmu, zardwno w stanie homeostazy, jak i w odpowiedzi na czynniki chorobotworcze.
Nauki te charakteryzuja oraz dostarczaja cennych informacji o funkcjonowaniu ludzkiego genomu,
transkryptomu, proteomu czy tez metabolomu. Biologia systemowa ma za zadanie integrowac dane
zdobywane przez poszczegolne ,,omiki” w celu mozliwie pelnego zrozumienia i modelowania procesow
zachodzacych na wszystkich poziomach molekularnych. Jednakze, niezwykle waznym faktem jest iz
metabolomika, jako koncowy etap wszystkich proceséw biologicznych jest kluczowym ogniwem,
najdokfadniej obrazujacym aktualny stan organizmu i jego fenotyp & Metabolity stanowig produkt
metabolizmu, reakcji biochemicznych, zapisanych w szlakach metabolicznych, stanowigc produkt
posredni zapisu kodu genetycznego. Zmiany obserwowane na poziomie genomu, transkryptomu czy tez
proteomu moga jedynie $wiadczy¢ o predyspozycjach danego zdarzenia, podczas gdy metabolom
odzwierciedla aktualny stan fizjologiczny na poziomie komorki, tkanki, narzadu czy catego organizmu.
Wilasnie w tym aspekcie metabolomika stanowi doskonate narzedzie badawcze $ci$le ukierunkowane
na poszukiwanie nowych biomarkeréw prognostycznych i diagnostycznych, jak tez przyczynia si¢ do
opracowania lepszych mozliwo$ci terapeutycznych. Systemowe ujecie poszczegoélnych ,,omik™ i ich

zwigzek z regulowanymi procesami przedstawiono na rycinie 1.
1.3. Strategie badawcze w metabolomice

W zalezno$ci od celu prowadzonych badan metabolomicznych stosowane sa dwa podejscia
analityczne: analiza celowana (ang. targeted) oraz niecelowana (ang. untargeted, non-targeted).

Analiza celowana ogranicza si¢ do pomiaru znanych substancji, jednego lub kilku metabolitow, o
duzym znaczeniu biologicznym, zidentyfikowanych oraz scharakteryzowanych w wyniku uprzednio
prowadzonych badan. W tym celu stosowane sg ilo§ciowe metody analityczne charakteryzujace si¢
wysokim poziomem specyficzno$ci, precyzji oraz selektywnosci. Oznaczenie st¢zenia danego analitu,
wykonywane jest za pomoca krzywych kalibracyjnych sporzadzonych przy wuzyciu
wyselekcjonowanych substancji wzorcowych. Celowane analizy ilo§ciowe wykonywane sg najczesciej
z wykorzystaniem selektywnych i czutych spektrometrdw mas typu potrojny kwadrupol, operujacych
w trybie monitorowania wybranych jonéw, SIM (ang. selected ion monitoring) lub monitorowania
reakcji wielokrotnych, MRM (ang. multiple reaction monitoring) °.

Analiza niecelowana, okreslana rowniez metabolomiczng analiza odcisku palca (ang. metabolic
fingerprinting) z zatozenia ma charakter globalny, gdzie w przebiegu jednego eksperymentu priorytetem

jest rownoczesny pomiar mozliwie duzej ilosci metabolitéw w kazdej analizowanej probce. Analiza

5
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niecelowana jest wolna od stawianych a priori hipotez i jest obecnie traktowana jako faza czysto
poznawcza, ktorej nadrzgdnym zadaniem jest charakterystyka oraz badanie danego metabolomu pod
katem jego zmian jakie zachodzg w odpowiedzi na dzialanie danego czynnika °. Strategia niecelowana
pozwala na wyznaczenie nowych kierunkow i zatozen badawczych. Nalezy pamigtaé, iz, wyniki
uzyskane w wyniku przeprowadzenia pomiardw o charakterze analizy globalnej powinny zostaé
zweryfikowane przeprowadzeniem analiz celowanych °,

Ponadto, mozna wykona¢ réwniez tzw. profilowanie metabolitow (ang. metabolic profiling),
okreslajace analize¢ metabolomiczng majaca na celu badanie zwiazkoéw wchodzacych w sprecyzowany
szlak metaboliczny (np. cykl Krebsa, metabolizm kwaséw ttuszczowych, szlak pentozofosforanowy)
badz analize okre$lonej grupy metabolitow o podobnych wlasciwosciach fizykochemicznych np.
aminokwasow, weglowodanow, nukleozydow. Profilowanie czgsto obejmuje nie tylko identyfikacje,
ale rowniez oceng ilo$ciowg metabolitow L.

Specyficzng odmiang niecelowanych analiz jest rowniez tzw. badanie metabolomicznego
odcisku stopy (ang. metabolic footprinting), ktére odnosi si¢ do pomiaru metabolitow
zewnatrzkomorkowych, tzw. egzometabolomu czyli np. metabolitbw wydzielanych do podtoza

hodowlanego przez wyselekcjonowane szczepy bakterii *2.
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Rycina 1. Systemowe ujecie technik ,,omicznych” i schemat przeptywu informacji na poszczegélnych
poziomach molekularnych pozwalajacy na holistyczng ocene proceséw charakterystycznych dla
aktualnego stanu organizmu. Metabolom, jako koncowy produkt transkrypcji gendéw, jest najbardziej
zblizony do fenotypu badanego systemu biologicznego.
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1.4. Narzedzia badawcze w niecelowanych analizach metabolomicznych

Niecelowana analiza metabolomiczna skupia si¢ na kompleksowej charakterystyce oraz
oznaczeniu jakosciowym i iloSciowym zmian zachodzacych w catym badanym metabolomie.
Podstawowym celem stosowanych narz¢dzi badawczych jest umozliwienie pomiaru jak najwiekszej
ilo$ci metabolitow w analizowanej matrycy. Jednakze, zadanie to stanowi duze wyzwanie analityczne,
gdyz metabolity s3 zwiazkami chemicznymi posiadajgcymi zréznicowane wlasciwos$ci
fizykochemiczne i strukturalne, wystepujace réwniez w roéznym zakresie stezen. Dlatego tez
niecelowane analizy metabolomiczne wymagaja zastosowania wysoce wydajnych i komplementarnych
technik analitycznych o wysokiej czutosci, precyzji, doktadnos$ci oraz powtarzalnosci pomiaréw. W tym
celu wykorzystywane sa metody oparte gldéwnie na spektroskopii magnetycznego rezonansu jadrowego,
NMR (ang. nuclear magnetic resonance) oraz spektrometrii mas, MS (ang. mass spectrometry) 51315,

Technika NMR charakteryzuje si¢ atwo$cia w przygotowaniu probek do analizy, wysokim
stopniem powtarzalnosci i jest metodg preferowang przy okresleniu struktury, konformacji oraz
dynamiki poszczegdlnych zwigzkow chemicznych. Ponadto, w przypadku zlozonych probek
biologicznych sktadniki matrycy w mniejszym stopniu wptywaja na intensywnos¢ sygnatu. Gtoéwnym
ograniczeniem NMR jest jej niska czuto$¢ oraz ztozonoé¢ uzyskanych widm 5%,

Z kolei spektrometria mas, jest wysoce wydajng i niezwykle czuta technika, oparta na pomiarze
stosunku masy do tadunku (m/z) jondw w fazie gazowej. Obecnie pozwala ona oznaczy¢ zwigzki
chemiczne na poziomie nanomolowym, pikomolowym czy nawet femtomolowym 6. Technika MS
umozliwia doktadng charakterystyke danego zwiazku wzgledem jego struktury poprzez okreslenie jego
doktadnej masy, rozktadu izotopowego, Wzoru sumarycznego, jak tez umozliwia uzyskanie
charakterystycznych jonéw fragmentacyjnych shuzacych do jego identyfikacji %18, Ze wzgledu na
ztozone matryce biologiczne, ktérymi najczesciej sg plyny ustrojowe np. osocze, mocz badz inny
materiat biologiczny np. tkanki, hodowle komorkowe, metody wykorzystujace spektrometrie mas
wymagajg wczesniejszego zastosowania technik separacyjnych umozliwiajacych rozdzielenie
analizowanych zwigzkow. Metoda z wyboru w badaniach wielkoskalowych jest potaczenie
spektrometrii mas z wysokorozdzielczymi technikami rozdzielania takimi jak chromatografia cieczowa,
LC (ang. liquid chromatography), chromatografia gazowa, GC (ang. gas chromatography) czy
elektroforeza kapilarna, CE (ang. capillary electrophoresis) 319,

Badania z wykorzystaniem techniki LC-MS pozwalajg na analize jakosciows setek a nawet tysiecy
metabolitbw podczas jednego eksperymentu. W technice LC-MS wybér odpowiedniej procedury
ekstrakcji metabolitow, dobor odpowiednich kolumn chromatograficznych (np. chromatografia
cieczowa oddziatywan hydrofilowych, HILIC (ang. hydrophilic interaction liquid chromatography)
badz w odwroconym uktadzie faz RPLC (ang. reversed phase liquid chromatography) i dobor
kompozycji faz ruchomych zapewnia mozliwo$¢ analizowania szerokiego spektrum zwiagzkow, od

hydrofilowych po hydrofobowe °. W praktyce najczesciej stosowana jest wysokosprawna
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chromatografia cieczowa, HPLC (ang. high-performance liquid chromatography), badz ultrasprawna
chromatografia cieczowa, UHPLC (ang. ultra-high performance liquid chromatography) z
wykorzystaniem chromatografii odwrdconej fazy, RPLC, w potaczeniu z tandemowa spektrometria mas
z analizatorem kwadrupolowym i czasu przelotu, Q-TOF (ang. quadrupole — time of flight), oraz z
zastosowaniem wybranej metody jonizacji np. opartej na transferze jonéw z roztworu do fazy gazowej
przez rozpylanie w polu elektrycznym, ESI (ang. electrospray ionization), badz zastosowaniu innych
rozwigzan technologicznych 31°,

Wykonanie analiz GC-MS wymaga przeksztalcenia substancji nielotnych w lotne pochodne
poprzez proces upochadniania (konwersja chemiczna), zwigzany z wprowadzeniem do analizowanych
zwigzkow odpowiednich grup funkcyjnych lub z ich blokowaniem. Proces ten zwigksza réwniez
stabilno$¢ termiczng oraz wplywa na poprawe rozdzielczosci, selektywnosci oraz specyficznosci

oznaczen 1320

. Do konwersji chemicznej zwigzkow organicznych zawierajacych grupy funkcyjne z
aktywnymi atomami wodoru, tj. np.: -COOH, -OH, -NH i -SH stosuje si¢ najczesciej reakcje sililowania,
w ktorej aktywny wodor jest zastgpiony przez grupe alkilosililowa, na przyktad trimetylosililowa (-
SiMes) #. GC-MS umozliwia analize¢ zwigzkow takich jak kwasy tluszczowe, aminokwasy, kwasy
organiczne, weglowodany czy tez alkohole alifatyczne.

Kolejna, platforma CE-MS dostarcza istotnych informacji o niskoczasteczkowych polarnych
zwiazkach oraz metabolitach obdarzonych tadunkiem elektrycznym. Mechanizm separacji w CE
zasadniczo 16zni si¢ od mechanizméw LC oraz GC, przez co oznaczanie zwigzkoéw technika
elektroforezy kapilarnej dostarcza komplementarnych informacji o kompozycji badanej prébki
biologiczne;j.

Typowy projekt zwigzany z zastosowaniem niecelowanych analiz metabolomicznych zaktada
przeprowadzenie poszczegdlnych procedur wedtug ustalonego schematu, ktory zostat przedstawiony na
rycinie 2. Najwazniejsze elementy tego procesu skupiaja si¢ na (1) wilasciwym zaplanowaniu
eksperymentu, (2) pobieraniu probek i ich zabezpieczeniu zgodnie z ustalonymi wytycznymi, (3)
przygotowaniu prébek oraz przeprowadzeniu procesu ekstrakcji metabolitéw, (4) wykonaniu analiz
metabolomicznych (np. LC-MS, GC-MS, CE-MS), (5) przygotowaniu oraz procesowaniu uzyskanych
danych, (6) wykonaniu analizy statystycznej (jednowymiarowe, wielowymiarowe analizy statystyczne),
(7) identyfikacji metabolitbw (na podstawie interpretacji widm fragmentacyjnych, przeszukiwania
dostepnych bibliotek, analizy dostepnych standardéw chemicznych) oraz (8) interpretacji i dyskusji nad
uzyskanymi wynikami w kontekscie ich znaczenia biologicznego. Nalezy podkresli¢, iz kazda sktadowa
tego procesu jest niezwykle istotna a od kontroli i jakosci jej wykonania moze zaleze¢ powodzenie
catego projektu. Obszerny przeglad wszystkich niepozadanych zmiennych mogacych wystgpi¢ zarowno
przed rozpoczgciem analiz, na poziomie analitycznym jak i po zakonczeniu pomiaréw, zwigzanych z
dalszym przetwarzaniem uzyskanych informacji, w istotny sposdéb mogacych wptywac na jako$¢ i
wiarygodno$¢ uzyskanych wynikow, wraz ze szczegdlowym opisem procedur kontrolnych zostat

przedstawiony w pracy wchodzacej w sktad osiggniecia OB6.
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Rycina 2. Klasyczny plan eksperymentu niecelowanych analiz metabolomicznych, z
wyszczegolnieniem etapu wyboru strategii analitycznej eksperymentu, wskazaniem standardowych
procedur zwigzanych z przygotowaniem probki do analiz oraz z podsumowaniem dziatan
chemometrycznych podejmowanych na etapie przetwarzania uzyskanych danych.

1.5. Metabolomika w praktyce klinicznej

Wykorzystanie zaawansowanych rozwigzan technologicznych wraz z rozwojem wyszukanych
narzedzi chemometrycznych umozliwiajacych analize danych wielkoskalowych catkowicie zmienia
wspotczesne Spojrzenie na prowadzenie prac badawczych. Innowacyjne analizy metabolomiczne w
coraz wickszym stopniu preznie wkraczaja do codziennej praktyki klinicznej. Metabolomika jest
jednym z najwazniejszych komponentéw biologii systemowej i1 stanowi jej wazne uzupelnienie
pozwalajace na holistyczng ocene procesow molekularnych w ztozonych uktadach biologicznych, jaki
stanowi organizm czlowieka. To nowatorskie podejscie badawcze oraz zrozumienie, iz to wilasnie
metabolomika daje nam unikatowg szans¢ na uzyskanie bezposredniego obrazu wszystkich metabolitow
obecnych w badanej prébce biologicznej, stwarza nowe perspektywy poznania i proby zrozumienia
mechanizmow charakterystycznych zaréwno dla stanu fizjologicznego jak i w przypadku ich zaburzen
prowadzacych do rozwoju choroby . Metabolity ulegajg szybkim przemianom i s3 zaangazowane W
wiele procesow biologicznych, dlatego ich analiza dostarcza cennych informacji o faktycznym stanie
organizmu.

Badania metabolomiczne mozna podzieli¢ na te, ktore stuzg do generowania nowych hipotez

badawczych, oraz te, ktére maja na celu ich zweryfikowanie 2. Zasadniczo niecelowane analizy
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metabolomiczne ukierunkowane s3 na globalng analizg, ktoéra w perspektywie klinicznej jest
unikatowym narze¢dziem stuzacym nie tylko do poznania mechanizméw choroby, ale przede wszystkim
majacym na celu wykrycie metabolitow, ktoére moglyby stuzyé w przysztosci jako nowe czynniki
prognostyczne badz diagnostyczne 22, Badania takie wykonuje si¢ na stosunkowo niewielkiej grupie
pacjentow (n <100), dobrze scharakteryzowanych pod wzgledem parametrow Klinicznych jak i
fizjologicznych (pte¢, wiek, BMI, etc.). W wyniku przeprowadzonych analiz oraz zastosowanych metod
bioinformatycznych z tysigca rejestrowanych sygnatow mozliwe jest wyselekcjonowanie metabolitow
o najwigkszym potencjale dyskryminacyjnym w stosunku do badanych grup (np. chorzy vs. zdrowi).
Uzyskane wyniki w duzej mierze majg charakter poznawczy i stuza do wysnucia nowych hipotez
badawczych. Wyselekcjonowane metabolity (najczgs$ciej 1-20) sa nastgpnie oznaczane w analizach
celowanych na nowej i znacznie liczniejszej grupie badawczej liczacej powyzej 100 do okoto 1000
uczestnikéw. Pelne zrozumienie zatozen oraz ogromnego potencjatu metabolomiki, ale rowniez
ograniczen ptynacych gtéwnie z poprawnego zaplanowania eksperymentu, wiaczajac w to zwlaszcza
dobdr pacjentdéw, zebranie materiatu biologicznego oraz przeprowadzenie analizy metabolomicznej
wraz ze zlozonym procesem chemometrycznym, jest nieodzownym czynnikiem wzajemnego
zrozumienia i owocnej wspOlpracy pomigdzy badaczami a klinicystami. Nalezy podkresli¢ fakt, iz
metabolomika jest dziedzing nauk podstawowych szczegodlnie bliska medycynie, gdyz zgodnie z
zalozeniami medycyny translacyjnej, jej nadrzednym celem jest transfer uzyskanej wiedzy z
laboratorium do codziennej praktyki klinicznej 24, Zwigzane jest to gtéwnie z duzymi perspektywami
identyfikacji nowych biomarkeréw umozliwiajacych wykonanie prostych prewencyjnych badan
przesiewowych niezmiernie waznych we wczesnej diagnostyce i odgrywajacych, potencjalnie kluczowsa
rolg¢ w zmniejszeniu $miertelnosci. Opracowanie innowacyjnych testow diagnostycznych jest
szczegoOlnie wazne biorac pod uwage, iz w wielu przypadkach choroba jest wykrywana w stadium
zaawansowanym, gdy wymagane jest juz przeprowadzenie inwazyjnej diagnostyki pacjenta np.
wykonanie biopsji. Procedury takie stanowig duze obcigzenie dla pacjenta. Dlatego tez metabolomika
jest doskonatym narzgdziem badawczym pozwalajacym na wczesne wykrycie zmian np. we krwi badz
w moczu pacjenta dajac podstaw¢ do opracowania nowych, nieinwazyjnych rozwigzan
diagnostycznych.

Biomarkery ciesza si¢ rosngcym zainteresowaniem rowniez w dziedzinie medycyny
spersonalizowanej (ang. personalised medicine), poniewaz dostarczaja szczegdtowych informacji o
stanie zdrowia pacjenta bedac wskaznikiem prawidtowych proceséw biologicznych, proceséw
chorobowych badz odpowiedzi na interwencje terapeutyczng 2. Pozwala to na fenotypowanie
pacjentéw pod katem wyboru optymalnych opcji terapeutycznych. W tym kontekscie coraz wieksze
znaczenia ma réwniez zastosowanie tzw. farmakometabolomiki, jako jednej ze strategii bezposrednio
przyczyniajacej sie do opracowywania nowych form terapeutycznych 2. Jest to szczegdlnie istotne w
konteksScie poprawy opieki zdrowotnej, gdzie priorytetem jest dostarczenie nowych narzgdzi 1 sposobow
umozliwiajacych okreslanie skuteczno$ci i monitorowania bezpieczenstwa srodka terapeutycznego 2’

10
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1.6. Perinatologia jako szczegdlny obszar badawczy metabolomiki

Perinatologia, coraz czesciej okreslana rowniez jako medycyna matczyno-ptodowa jest niezwykle
dynamicznie rozwijajaca si¢ dziedzing kliniczna zajmujacg si¢ fizjologia i diagnostyka schorzen kobiety
cigzarnej oraz ptodu i noworodka. Postgp ten bezposrednio przeklada si¢ na stosowanie
zaawansowanych metod diagnostycznych pozwalajacych na wczesng diagnostyke prenatalng i
precyzyjna ocen¢ stanu zdrowia rozwijajacego si¢ ptodu, a w koniecznos$ci interwencji terapeutycznej,
zastosowania nowatorskich metod leczenia, w tym maloinwazyjnych zabiegbw w tonie matki.
Procedury takie sa niezwykle wazne i pozwalaja na zminimalizowanie ryzyka komplikacji i uzyskanie
satysfakcjonujgcych efektow leczenia. Rozwdj ptodu, a w szczegdlnosci okres, w ktérym zachodzi
organogeneza oraz roznicowanie si¢ tkanek jest niezwykle ztozonym procesem, ktory moze zostaé
zachwiany nawet subtelnymi zmianami $rodowiska wewnatrzmacicznego. Rosnaca liczba doniesien
potwierdza ten fakt, kladac coraz wigkszy nacisk na stuszno$¢ tzw. hipotezy Barkera o ptodowym
pochodzeniu szeregu choréb wieku dzieciecego i dorostego, w tym chordb metabolicznych takich jak
cukrzyca, otylo$¢, choroby uktadu sercowo-naczyniowego, nowotwory i wielu innych 262°, Zjawisko to
nazwano programowaniem plodowym (ang. fetal programming), ktére jest procesem, gdzie
niekorzystne warunki $rodowiska wewnatrzmacicznego powstajace w nastepstwie oddziatywania
zardwno czynnikdw genetycznych, jak i czynnikéw srodowiskowych (np. niewlasciwa dieta cigzarnej,
narazenie na stres, dziatanie ksenobiotykow w tym lekow, powiktania cigzy, zaburzenia hormonalne,
zanieczyszczenie Srodowiska, etc.,) moduluja strukture i funkcje poszczegolnych uktadow i narzadow
rozwijajacego sie ptodu. Liczne obserwacje pozwolily stwierdzi¢, iz zaburzenia w zyciu ptodowym
wiaza sie z modyfikacja ekspresji genow, bedaca nastgpstwem zmian epigenetycznych wywotanych
ekspozycja na wymienione wczesniej czynniki. Dlugoterminowo moga mie¢ one szkodliwy wplyw i
skutkowaé rozwojem chordob w zyciu dorostym %%, W tym aspekcie ogromng wage majg prace
badawcze ktérych celem jest doglebne poznanie profilu metabolitow w przebiegu cigzy, zarowno
fizjologicznej jak 1 w ciazy wysokiego ryzyka zwigzanej z wystepowaniem zagrozen zarowno dla
rozwijajacego si¢ dziecka jak i bedgcym duzym obcigzeniem dla zdrowia matki. Niecelowane analizy

Metabolomiczne z powodzeniem sg wdrazane w projekty kliniczne z dziedziny perinatologii %32

stajac
si¢ doskonalym narzgdziem umozliwiajgcym poznanie proceséw patofizjologicznych prowadzacych do
powiktan cigzy, chordb rozwijajacego si¢ dziecka oraz poznania mechanizméw wewngtrzmacicznego
programowania fenotypu ptodu i predyspozycji do wystgpienia chordb przewlektych w zyciu dorostym.

Prace stanowigce osiagniecie naukowe (01, O2, O3, O4) dotycza dwoch czestych zaburzen
towarzyszacych ciazy, a mianowicie cukrzycy ciazowej, GDM (ang. gestational diabetes mellitus) oraz
chorioamnionitis czyli stanu zapalnego blon ptodowych i lozyska. W obu przypadkach powiktania te

stanowig duze zagrozenie i prowadza do szeregu zaburzen zaro6wno matczynych jak i ptodowych z

daleko idgcymi konsekwencjami zdrowotnymi.
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Ciagly wzrost liczby oséb chorych na cukrzyce spowodowal, iz jest ona obecnie uwazana za
chorobe epidemiczna, jedng z najwigkszych w historii, odpowiedzialng rocznie za co najmniej 5
milionoéw zgondw. Wedtug danych Migdzynarodowej Federacji Diabetologicznej 8,3% dorostych - 382
miliony os6b choruje na cukrzyce, a 175 milionéw przypadkéw jest obecnie niezdiagnozowanych.
Szacuje sig, iz w niespetna 25 lat liczba ta przekroczy nawet 592 miliony . Statystyki te ulegajg nawet
zwigkszeniu biorgc pod uwage 21 milionow przypadkow wysokiego stezenia glukozy we krwi
wystepujacego w ciazy . W obliczu globalnego wzrostu otytosci, szacuje sig, iz 17% kobiet w skali
Swiatowej, a 2-6% w Europie jest dotknigtych cukrzycg cigzowg 3%, Cukrzyca cigzowa nadal stanowi
powazny problem kliniczny. Pomimo postepow w diagnostyce i kontroli glikemii, GDM nadal wigze
si¢ z powaznymi i potencjalnie zagrazajacymi zyciu powiktaniami cigzowymi, zarowno dla zdrowia
dziecka jak i zdrowia matki %, Tkanki ptodu sg niezwykle wrazliwe na zmiany metaboliczne. W
zwigzku z czym nawet niewielkie wahania st¢zenia glukozy we krwi moga by¢ przyczyng zaburzen
organogenezy i powodowac nieprawidlowy rozwoj dziecka. Stopien powiktan zalezy gtownie od czasu
rozpoznania GDM, co zwigzane jest bezposrednio z okresem narazenia ptodu na wysokie st¢zenie
glukozy. Podwyzszone stezenie glukozy na poczatku cigzy predysponuje do rozwoju wad rozwojowych
oraz niesie ryzyko poronien. Nadmierne przenikanie glukozy przez tozysko w drugiej potowie ciazy
oraz rozwijajaca si¢ hiperinsulinemia ptodowa prowadzi do wystapienia tzw. fetopatii cukrzycowe;j,
szeregu zaburzen metabolicznych, hipoglikemii, hiperbilirubinemii, zaburzen elektrolitowych oraz
predysponuje do wystgpienia zaburzen oddychania. Makrosomia ptodu dodatkowo zwigksza ryzyko
wystapienia urazéw okotoporodowych. Czynniki wptywajace na wzrost wewnatrzmaciczny ptodu w
cigzy powiktanej GDM maja wplyw na jego wewnatrzmaciczne programowanie i mogg mie¢ daleko
idace konsekwencje w okresie pozaptodowym, zwigkszajac ryzyko wystapienia m.in. cukrzycy typu 2,
otylosci, zespotu metabolicznego badz chordéb sercowo-naczyniowych. Z kolei kobiety z GDM
obcigzone s3 wyzszym ryzykiem wystapienia nadci$nienia tetniczego indukowanego cigza, stanu
przedrzucawkowego, zakazen drog moczowych a takze wystgpieniem innych powiktan. Dotychczasowe
badania wykazaty rowniez, ze czynniki ryzyka rozwoju cukrzycy ciagzowej w duzej czgsci pokrywaja
si¢ z czynnikami ryzyka wystapienia cukrzycy typu 2. Ma to szczegdlnie duze znaczenie, poniewaz,
przebycie cukrzycy w cigzy silnie predysponuje do wystapienia cukrzycy typu 2 w przysztosci 6%,

Na szczegélng uwage zastuguje fakt, iz przeprowadzanie badan przesiewowych oraz
diagnostycznych z zastosowaniem testu obcigzenia glukozg w celu wykrycia zaburzen gospodarki
weglowodanowej u kobiet w okresie cigzy od wielu lat wzbudza wiele kontrowersji. Pomimo wielu
badan, diagnostyka GDM jest wcigz niejednorodna, zarbwno w zakresie strategii przeprowadzenia
(schemat jednostopniowy vs. dwustopniowy), jak i ustalenia wartosci diagnostycznych glikemii.
Niestety brak ogodlnoswiatowego konsensusu w zakresie rozpoznania GDM powoduje, iz cze$é
przypadkow nadal nie zostaje prawidtowo rozpoznana, co moze prowadzi¢ do powaznych konsekwencji

zdrowotnych 3640,
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Kolejnym, szczegdlnie niebezpiecznym powiklaniem cigzy stanowigcym jedna z gtownych
przyczyn komplikacji okotoporodowych i niosagcym bezposrednie zagrozenie zycia matki i dziecka jest
zapalenie blon plodowych i lozyska (chorioamnionitis). Dane epidemiologiczne wskazuja, iz
zakazenie to wystepuje w przypadku 1-4% wszystkich cigz, jednakze oszacowanie dokladnej
czestotliwos$ci jest niezmiernie trudne do okres$lenia za wzgledu na rozne kryteria diagnostyczne.
Rozpoznanie chorioamnionitis odbywa si¢ na podstawie kryteriow klinicznych, histopatologicznych
wraz z uwzglednieniem czynnikow ryzyka . Szczegdlne zagrozenie stwarza trudna do rozpoznania
bezobjawowa, subkliniczna (histologiczna) posta¢ zapalenia bton ptodowych, ktore jest stwierdzane
badaniem histopatologicznym na podstawie obecnosci infiltracji bton ptodowych (kosmowki, owodni)
neutrofilami #. Zapalenie bton ptodowych moze stwarzaé¢ zagrozenie wstrzgsem septycznym u cigzarnej
oraz zwigzane jest ze szczegblnie niekorzystnym wplywem na stan zdrowia ptodu i noworodka.
Szczegolnie niebezpieczne jest rozwinigcie ptodowego zespotu odpowiedzi zapalnej, FIRS (ang. fetal
inflammatory response syndrome) jako ptodowa odpowiedZ immunologiczna na infekcjg, zwigzana z
uwalnianiem czynnikéw prozapalnych takich jak interleukiny (IL-1, IL-6, IL-8), czynnika martwicy
nowotworéw TNF-a (ang. tumor necrosis factor «), biatka C reaktywnego, CRP (ang. C-reactive
protein) badz metaloporteinaz %2, Wystapienie tego zespolu jest powigzane z wysokim ryzykiem
porodu przedwczesnego, ryzykiem wystapienia zgonu okoloporodowego, posocznicy, zaburzen
oddychania oraz powaznych uszkodzen o$rodkowego uktadu nerwowego *. Wsréd wezesnych
uszkodzen mézgu dominujg krwawienia okoto i dokomorowe, IVH (ang. intraventricular hemorrhage)
i leukomalacje okotokomorowe, PVL (ang. periventricular leukomalacia). Czynniki zapalne prowadza
do uszkodzenia bariery krew - ptyn mézgowo-rdzeniowy ptodu, powodujac aktywacje mikrogleju i
astrocytow **. Mogg rowniez zmienia¢ dziatanie neuroprzekaznikow i w ten sposob dziata¢ toksycznie
na prekursory dojrzewajacych w substancji biatej oligodendrocytow, powodujac dalsze uszkodzenia
moézgu ptodu **. Rozpoznanie opiera si¢ gtdwnie na obrazie klinicznym noworodka i diagnostyce
obrazowej.

Majac na wzgledzie powazne konsekwencje kliniczne, ktére bezposrednio rzutujg na zdrowie a
nawet zycie zar6wno kobiet bedacych w ciazy jak i rozwijajacego si¢ dziecka, niezwykle istotne jest
podejmowanie wszelkich wysitkow zmierzajacych do wezesnego wykrywania zmian prowadzacych do

wystgpienia zaburzen wptywajacych na przebieg cigzy oraz zdrowie matki i dziecka.
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2. CEL PROWADZONYCH BADAN

Zasadnicze cele badawcze realizowane w ramach przedtozonego osiggnigcia naukowego to:

VI.

VIL.

Poznanie profilu metabolicznego charakterystycznego dla cigzy fizjologicznej oraz ciazy
wysokiego ryzyka zwigzanej z wystapieniem cukrzycy cigzowej oraz zapalenia bton ptodowych
i tozyska z wykorzystaniem zaawansowanych technik badawczych opartych na niecelowanych
analizach metabolomicznych oraz nowatorskich strategiach analityczno —bioinformatycznych.
Identyfikacja zwiazkéw wskazujacych na wystgpienie zaburzen gospodarki wegglowodanowe;j
w przebiegu cukrzycy cigzowej oraz nad ryzykiem wystapienia cukrzycy typu 2.

Identyfikacja zwiazkow pozwalajacych na wczesne wykrywanie uszkodzen neurologicznych u
ptodow i poprawy strategii diagnostycznej histologicznej postaci chorioamnionitis oraz
wykorzystanie potencjatu niecelowanych analiz metabolomicznych w poznaniu mechanizméw
powiktan neurologicznych zwiazanych z zapaleniem bton ptodowych i tozyska.

Identyfikacja zwiazkoéw, pozwalajacych na r6znicowanie badanych grup oraz korelacja danych
metabolomicznych z danymi klinicznymi w celu poprawy metod stratyfikacji.

Poszukiwanie nowych biomarkerow pozwalajacych na wczesne rozpoznanie zaburzen
gospodarki weglowodanowej w przypadku cukrzycy cigzowej oraz nowych strategii
diagnostycznych w kierunku subklinicznej postaci zapalenia bton ptodowych i tozyska.
Identyfikacja profilu D-aminokwasow w moczu w przebiegu cukrzycy cigzowej z
zastosowaniem chiralnej chromatografii gazowej sprzg¢zonej ze spektrometrig mas.
Doskonalenie warsztatu badawczego niezbednego do prawidlowego przeprowadzenia

niecelowanych analiz metabolomicznych.
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3. CHARAKTERYSTYKA ORAZ OMOWIENIE UZYSKANYCH WYNIKOW

Publikacje wchodzace w sklad przedstawionego osiggniecia naukowego sg efektem mojej
wieloletniej wspotpracy z Centrum Metabolomiki i Bioanaliz (CEMBIO) oraz Katedrg Biochemii i
Biologii Molekularnej mieszczacych si¢ na Wydziale Farmaceutycznym Uniwersytetu San Pablo CEU
w Madrycie. Centrum CEMBIO stanowi o$rodek referencyjny specjalizujacy si¢ w zakresie
niecelowanych analiz metabolomicznych. Prace z zakresu cukrzycy ciazowej (O1, O2, O3) sg efektem
wspolnego projektu z Klinikg Potoznictwa i Perinatologii oraz Klinika Endokrynologii, Diabetologii i
Chorob Wewnetrznych, Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku. Ponadto praca O4 powstata we
wspolpracy z Klinika Perinatologii Szpitala Uniwersyteckiego La Paz w Madrycie.

01 Dudzik D, Zorawski M, Skotnicki M, Zarzycki W, Kozlowska G, Bibik-Malinowska K, Vallejo M,
Garcia A, Barbas C, Ramos MP. Metabolic fingerprint of Gestational Diabetes Mellitus. J Proteomics.
2014 May 30;103:57-71.

02 Lorenzo MP, Dudzik D, Varas E, Gibellini M, Skotnicki M, Zorawski M, Zarzycki W, Pellati F,
Garcia A. Optimization and validation of a chiral GC-MS method for the determination of free D-amino
acids ratio in human urine: application to a gestational diabetes mellitus study. J Pharm Biomed Anal.
2015 Mar 25;107:480-7.

O3 Dudzik D, Zorawski M, Skotnicki M, Zarzycki W, Garcia A, Angulo S, Lorenzo MP, Barbas C,
Ramos MP. GC-MS based Gestational Diabetes Mellitus longitudinal study: Identification of 2-and 3-
hydroxybutyrate as potential prognostic biomarkers. J Pharm Biomed Anal. 2017 Sep 10;144:90-98.

Tematem przewodnim badan przedstawionych w publikacjach O1, O2, O3 jest cukrzyca
cigzowa oraz zastosowanie niecelowanych analiz metabolomicznych pozwalajacych na doktadng
charakterystyke profilu metabolicznego, w celu lepszego poznania mechanizméw prowadzacych do
zaburzen gospodarki weglowodanowej w cigzy oraz identyfikacje zawigzkéw maloczasteczkowych
pozwalajacych na wczesne rozpoznawanie i poprawe diagnostyki cukrzycy cigzowej, jak i majacych
zastosowanie przy okreslaniu ryzyka wystapienia cukrzycy typu 2 po porodzie.

Badany materiat stanowity probki osocza oraz probki moczu pobrane od pacjentek, u ktérych
rozpoznano cukrzyce cigzowg na podstawie doustnego testu obcigzenia glukozg (2-h 75-g OGTT, ang.
oral glucose tolerance test) przy wartosci glikemii >140 mg/dL (7,8 mmol/L) “°. Grupe kontrolng
stanowity kobiety bedace w cigzy, posiadajace prawidlowe wartosci glikemii, nie bgdace rowniez w
grupie ryzyka wystapienia GDM oraz nie wykazujace innych powiktan cigzy. Wykonano doktadng
charakterystyke badanych grup pod wzgledem innych parametrow klinicznych m.in. hemoglobiny
glikowanej HbA1c, oceny wskaznika masy ciata BMI (ang. body mass index), oceny profilu lipidowego,
pomiaru biatka ostrej fazy CRP (ang. C-reactive protein), wykonania diagnostyki w kierunku
insulinooporno$ci (HOMA-IR, QUICKI) oraz zebrania doktadnego wywiadu. Badaniem zostaly objete
pacjentki kliniki Potoznictwa i Perinatologii oraz Kliniki Endokrynologii, Diabetologii i Chorob
Wewngtrznych Uniwersyteckiego Szpitala Klinicznego w Bialymstoku. Materiat do badan pobierano w
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22-28 tygodniu ciazy (diagnostyka GDM), w 35-40 tygodniu Cigzy, oraz miesiac i trzy miesigce po
porodzie (ponowne wykonanie 2-h 75-g OGTT). W doborze grupy badanej (GDM) jak i kontrolnej
zostaty uwzglednione czynniki takie jak np. wiek czy tez wskaznik BMI mogace bezpos$rednio rzutowaé
na obserwowany profil metaboliczny. Badanie to zostato starannie zaplanowane uwzgledniajac
szczegbtowe wytyczne specyficzne dla prawidlowego przeprowadzenia niecelowanych analiz
metabolomicznych. Doktadny opis tych rekomendacji, zebranych w duzej mierze z wiasnego
wieloletniego do$wiadczenia oraz z wnikliwego przegladu literaturowego zostal zawarty w dwdch
pracach przegladowych stanowigcych osiagnigcie O5, O6.

Pierwsza praca z cyklu (O1) jest szczegdlnie istotna z punktu poznawczego, gdyz jest uwazana
za jedng z pierwszych opublikowanych doniesien, w ktorym wielkoskalowe niecelowane analizy
metabolomiczne zostaly wykorzystane do badan nad mechanizmami zaburzen metabolicznych w
cukrzycy ciagzowej. W pracy tej zastosowano komplementarne techniki analityczne opierajace si¢ na
spektrometrii mas sprzezonej z chromatografia cieczowa (LC-MS), chromatografia gazowa (GC-MS)
oraz z elektroforeza kapilarng (CE-MS), jak tez kompleksowe rozwigzania bioinformatyczne z zakresu
przetwarzania uzyskanych danych oraz doboru optymalnych metod statystycznych.

Grupe badawcza w tej pracy stanowilo 20 pacjentek z rozpoznang cukrzyca cigzowa oraz 20 zdrowych
kobiet w cigzy. Materiat do badan stanowito osocze krwi oraz mocz pobrane w 22-28 tygodniu ciazy,
przed wykonaniem doustnego testu obcigzenia glukoza.

Analizy LC-MS wykonano po éwczesnej ekstrakcji metabolitow z prébek osocza polegajacej
na straceniu biatek za pomocg rozpuszczalnika organicznego (zastosowano mieszaning metanol-etanol
w stosunku 1:1 (v/v) o temp. -20°C), odwirowaniu (15,700g, 20 min., 4°C), a nast¢pnie analizie
chromatograficznej przygotowanej probki za pomoca systemu UHPLC 2z wykorzystaniem
chromatografii w odwroconym uktadzie faz (kolumna Zorbax Extend C18 2,1x50 mm, o wielko$ci
ziaren 1,8 um); w warunkach elucji gradientowej przy kompozycji faz ruchomych acetonitryl oraz woda
z dodatkiem modyfikatora organicznego (0,1% kwas mrowkowy) oraz z zachowaniem przeptywu 0,6
mL/min w temperaturze 60°C, z zastosowaniem jonizacji probki przez elektrorozpraszanie (ESI) i
wykorzystaniu spektrometru masowego z analizatorem typu potrojny kwadrupol i analizatorem czasu
przelotu (LC-ESI-QTOF-MS). Uzyskanie doktadnego pomiaru mas byto mozliwe dzigki systemowi
cigglego wprowadzania i pomiaru mas referencyjnych m/z 121,0509 (CsH4Ns) oraz m/z 922,0098
(C18H1806N3P3F24) w jonizacji dodatniej oraz m/z 112,98568 (C.O.F3(NH4)) i m/z 1033,9881
(C18H1806N3P3F24) W jonizacji ujemnej.

Prébki osocza do przeprowadzenia analiz GC-MS zostaly przygotowane po straceniu biatek za
pomocg rozpuszczalnika organicznego (acetonitryl o temp. -20°C, 1:3, v/v,), odwirowaniu (15,400g, 10
min., 4°C) oraz odparowaniu ptynu nadosadowego i przeprowadzeniu procesu chemicznego
upochadniania probek. W tym procesie wykorzystano reakcje sililowania majaca na celu zastgpienie
atomu wodoru obecnego w grupach funkcyjnych grupa sililowg. W celu zwigkszenia efektywnosci
procesu zastosowano mieszaning reagentow  sililujgcych BSTFA z  TMCS  (N,O-
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bis(trimetylsilyl)trifluoroacetamid z trimetylochlorosilanem), w ktorej jeden reagent dziata jak
katalizator wspomagajac proces przekazania grupy sililowej od drugiego. W wyniku opisanej konwersji
chemicznej zwigzki nabywaja nowych cech chemicznych i fizycznych co umozliwia wykonanie analiz
z zastosowaniem chromatografii gazowej. Rozdzielenie chromatograficzne wykonano przy uzyciu
kolumny kapilarnej DB-5-MS, 30 m x 0,25 mm, wypeklionej faza 5% difenylo- i 95%
dimetylopolisiloksanu o grubosci filmu 0,25 pm, z zastosowaniem helu jako gazu no$nego, o przeptywie
1,0 mL/min, oraz temperaturg kolumny zaprogramowang od 60°C z szybkos$cig wzrostu 10°C /min. do
325°C (26,5 min)

Widma masowe mierzono za pomoca spektrometru masowego w ukladzie jonizacji elektronowej o
energii 70eV, El (ang. electron impact).

Przygotowanie probek moczu do analizy CE-MS ograniczato si¢ jedynie do ich rozcienczenia
0,125 M roztworem kwasu mrowkowego (1:4, v/v). Analiza zostata wykonana z zastosowaniem kapilary
ze stopionej krzemionki o $rednicy wewnetrznej 50 um i dtugosci 96 cm. Cieczg ostonows (ang. sheath
liquid) byta mieszanina metanol-woda (1:1, v/v) z dodatkiem 1,0 mmol/L kwasu mréwkowego oraz mas
referencyjnych m/z 121,0509-puryna (CsHsNi4) i m/z 922,0098—HP-921 (CisH180sN3sP3F24) 0
przepltywie 0,6 mL/min i z podzialem strumienia w stosunku 1:100. W analizach zastosowano
potaczenie CE ze spektrometrig mas oraz analizatorem czasu przelotu (CE-TOF-MS).

Niecelowane analizy metabolomiczne generuja zlozone i wielowymiarowe zbiory danych,
zawierajace tysigce rejestrowanych sygnatdow. Wdrozenie zaawansowanych algorytmow
bioinformatycznych i chemometrycznych z zachowaniem ztozonych procedur kontrolnych (opisanych
W pracy stanowigcej osiggniecie O6) pozwala na otrzymanie danych wysokiej jakosci i uzyskanie
wiarygodnych wynikéw przeprowadzonego eksperymentu. Przetwarzanie uzyskanych danych
metabolomicznych obejmowato procesy zwigzane z redukcja rejestrowanych szumow, detekcja pikow
oraz dekonwolucja, wyréwnania widm, filtrowania, transformacji oraz skalowania. Tak przygotowana
matryca danych zostata poddana szczegdtowej analizie z wykorzystaniem narz¢dzi chemometrycznych
pozwalajacych na eksploracje uzyskanych informacji. Uzyskane dane eksperymentalne zostaty poddane
jednowymiarowej analizie statystycznej z wykorzystaniem testu t Studenta z zastosowaniem korekty
poziomu istotno$ci testow ze wzglgdu na wielokrotno$¢ porownan (korekta Benjamini-Hochberg), ktora
jest przeprowadzana w celu kontroli frakcji fatszywych odkry¢ tzw. FDR (ang. false discovery rate).
Ponadto wykonano analizg skupien (ang. cluster analysis), analiz¢ korelacji pomiedzy zmiennymi z
zastosowaniem wspotczynnika korelacji (rs) Pearsona, a w celu sprawdzenia efektywnosci modelu
predykcyjnego zastosowano analize krzywej ROC (ang. receiver operating characteristic). Do oceny
uzyskanych danych zastosowano réwniez wielowymiarowe techniki statystyczne takie jak analiza
sktadowych gtéwnych, PCA (ang. principal component analysis), analiza czgstkowych najmniejszych
kwadratéw z analizg dyskryminacyjng, PLS-DA (ang. partial last squares discriminant analysis) oraz
ortogonalna analiza czastkowych najmniejszych kwadratow z analiza dyskryminacyjng, OPLS-DA
(ang. orthogonal partial last squares discriminant analysis).
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Analiza PCA, ktdrej celem jest znalezienie nowych zmiennych, tzw. czynnikow gtéwnych, PC
(ang. principal components), umozliwita kompresje danych wielowymiarowych, dostarczajac wiedzy o
ich strukturze oraz wzajemnym podobienstwie obiektow. Kazdy kolejny czynnik glowny opisuje jak
najwicksza wariancje danych, nieopisywang przez poprzednie czynniki i jest do nich ortogonalny. W
przypadku analiz LC-MS wykonanych zaréwno w jonizacji dodatniej jaki i w ujemnej analiza PCA
ukazata wyrazng separacje na plaszczyznie PC 1 i PC 2 pomigdzy grupa kontrolng a grupa z cukrzyca
cigzowa, co $wiadczy o duzej wariancji danych i wysokim poziomie ich istotnosci. Metoda PCA
pozwolita réwniez na sprawdzenie matrycy danych pod katem wystepowania danych odstajacych tzw.
outlierow, ktore mogg zaburza¢ lub utrudnia¢ interpretacj¢ wynikow. Analizy dyskryminacyjne oparte
na modelach PLS-DA oraz OPLS-DA pozwolity na dalsza eksploracj¢ danych wskazujac na istnienie
réznic pomig¢dzy badanymi grupami. Kazdy z modeli wielowymiarowych charakteryzowal si¢
wysokimi warto$ciami parametrow zdolnosci predykcyjnej modelu Q2 oraz wspétczynnika separacji
R2.

W wyniku przeprowadzonych analiz nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic zwigzanych
z wiekiem oraz warto$ciami ci$nienia krwi. BMI przed cigza bylo poréwnywalne, ale jego istotny
statystycznie wzrost zaobserwowano w grupie GDM w II trymestrze ciazy. Stezenie glukozy, HbAlc,
triacylgliceroli, cholesterolu byto istotnie statystycznie wyzsze w grupie GDM. Nie zaobserwowano
zmian w stezeniach frakcji HDL oraz LDL cholesterolu, insuliny, C-peptydu, biatka CRP oraz we
wskaznikach insulinoopornosci HOMA-IR i QUICKI.

Analizy metabolomiczne pozwolity na stworzenie unikalnego profilu metabolicznego
charakterystycznego dla cukrzycy cigzowej. Przeprowadzone analizy wykazaty masywne zmiany w
metabolizmie bedace konsekwencjg zaburzenia gospodarki weglowodanowej i pozwolily na
zidentyfikowanie w osoczu 142 istotnych statystycznie metabolitdw, wiaczajac w to 83
glicerofosfolipidy (w tym 51 lizo- oraz 32 fosfoglicerydow), 9 sfingofosfolipidéw (6 sfingomielin, 2
sfingoetanoloamin, sfingozyno-fosforanu), 25 kwasy tluszczowe i ich pochodne, karnityne, 5
acylokarnityn, 7 aminokwasow i ich pochodnych, 4 kwasy zotciowe i ich pochodne, glicerol, kreatynine,
kwas 2- oraz 3-hydroksymastowy oraz 4 zwiazki nalezace do innych klas chemicznych. W analizie
moczu stwierdzono istotnos¢ statystyczng sze$ciu zwigzkoéw nalezacych do grupy aminokwasow i ich
pochodnych oraz karnityny. Szczeg6lnie znamienny spadek stezenia (okreslane jako stezenie wzgledne,
ang. relative concentration) w GDM odnotowano w przypadku lizofosfatydylocholin, LPC (ang.
lysophosphatidylcholine) zawierajagcymi reszty acylowe 16:0, 18:0, 18:1, 18:2, 18:3, 20:3, 20:4, 20:5,
oraz lizofosfatydyloetanoloamin, LPE (ang. lysophosphatidylethanolamines) z tancuchami 16:0, 18:0,
18:2, 20:0, 20:1, 20:2, 22:4 oraz 22:6 oraz innych glicerofosfolipidow, ktorych reszty acylowe zawieraja
wielonienasycone kwasy tluszczowe, PUFA (ang. polyunsaturated fatty acids). Analiza korelacji
dowiodta istotng statystycznie zalezno$¢ pomigdzy 135 zidentyfikowanymi zwigzkami a st¢zeniem
glukozy osiggnietym po 2-h tescie OGTT, oraz w duzym stopniu z HbA 1¢, natomiast wystgpienia takiej
korelacji nie zaobserwowano w przypadku wskaznika HOMA-IR oraz QUICKI. Najsilniejsze korelacje
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(p<0,000001) z 2-h st¢zeniami glukozy wykazywaly zwiazki takie jak LPC(18:1), LPC(18:2),
LPC(20:4), LPC(20:5), LPE(20:1), LPE(20:2). Po przeanalizowaniu krzywych ROC pod wzglgdem sity
predykcji cukrzycy ciazowe] znamienne wlasciwosci potencjalnych biomarkeréw sposrod wielu
glicerofosfolipidow w szczegdlnosci wykazywaty LPE(20:1) oraz LPE(20:2) — AUC 0,995 (p<0,0001,
czutos¢ 100%, specyficznosé 95%), LPE(20:2) — AUC LPC(18:1) - AUC 0,988 (p<0,0001, czutosé
100%, specyficzno$¢ 95%) oraz LPC(18:2) — AUC 0,99 (p<0,0001, czutos¢ 100%, specyficznos¢ 95%).
Okazalo sie, iz nasze obserwacje sa zgodne z danymi literaturowymi, ktére donoszg o zmniejszonym
poziomie LPC, fosfatydylocholiny (PC) oraz glicerofosfocholiny w cukrzycy typu 2 “47, Szczegdlng
uwage poswieca sie LPC(18:2), ktéremu przypisywane sg wlasciwosci predykcyjne zaburzen glikemii
oraz cukrzycy typu 2 #849, Postuluje si¢, ze mechanizm ten zwigzany jest ze stymulowaniem przez LPC
wyadzielenia insuliny i dysfunkcja komérek B wysp trzustkowych 485951 Interesujacym jest rowniez fakt,
iz pacjenci z nieprawidtowg tolerancjg glukozy, IGT (ang. impaired glucose tolerance) oraz z cukrzyca
typu 2 wykazujg zmniejszong aktywno$¢ enzymatyczng cytozolowej fosfolipazy A2, cPLA; (ang.
calcium-dependent phospholipase-A2 isoform), co moze przyczynia¢ si¢ do zmniejszenia stgzenia
kwasu arachidonowego oraz innych dlugotancuchowych wielonienasyconych kwaséw thuszczowych,
LC-PUFA (ang. long chain polyunsaturated fatty acids) “64°. W wielu badaniach wykazano, iz
glicerofosfolipidy zawierajace nasycone kwasy thuszczowe o krotkich tancuchach thuszczowych moga
przyczynia¢ si¢ do rozwoju cukrzycy typu 2, natomiast te zwierajagce LC-PUFA wykazuja dzialanie
protekcyjnie 4"%2. Co ciekawe, w naszych badaniach stosunek nasyconych do nienasyconych reszt
acylowych w LPC, LPE oraz LPI byt zwickszony w GDM, co $wiadczy o udziale tych zwigzkow w
regulowaniu metabolizmu weglowodanow oraz lipidow. Z roéwnoczesnym spadkiem st¢zenia
lizoglicerofosfolipiddw, wykonane badania wykazaly zmniejszenie stezenia plazmalogendw,
fosfolipidow eterowych w grupie z cukrzyca cigzowa. Badania innych autorow wskazaty na istnienie
negatywnej korelacji plazmalogenow z otyloscig oraz insulinooporno$cig 453, Zasugerowano réwniez,
ze zwigzki te mogg chronié lipoproteiny przed utlenianiem . W nawigzaniu do tego faktu obserwowany
w naszym badaniu spadek stezenia plazmalogendw moze sugerowac zapoczatkowany juz proces
utleniania lipoprotein w drugim trymestrze cigzy, prawdopodobnie zwigzany z rozwojem cukrzycy
cigzowe;j.

Wykonane badania zwrdcity réwniez uwage na powigzanie koniugowanych z tauryng kwasow
z6tciowych z patogeneza GDM. Znaczenie kwasow zotciowych w GDM jest coraz szerzej dyskutowane
na podstawie innych doniesien “¢%**°, Ponadto, przeprowadzone analizy metabolomiczne wskazaty na
wzrost stezenia acetyl-karnityny oraz spadek stezenia karnityny i acyl-karnityn dtugotancuchowych.
Fakt ten potwierdza zauwazalny spadek ekspresji acetyl-CoA transferazy karnitynowej, enzymu
warunkujgcego synteze acetyl-karnityny u pacjentow z nieprawidtows tolerancjg glukozy oraz w
przypadku cukrzycy typu 2 ¢ Zmniejszone stezenie karnityny uwaza sie¢ jako jeden z oznak

zaburzonej tolerancji glukozy oraz insulinoopornosci *.
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Kolejna znamienng obserwacja byto istotne statystycznie zmniejszenie w GDM stezenia glicyny
oraz kwasu pirogronowego. Spadek stezenia glicyny demonstruja pacjenci z IGT, cukrzyca typu 2 i jest
on powigzany z mechanizmami otylo$ci i insulinoopornosci *8. W przypadku GDM, sytuacja ta moze
oznacza¢ nasilong glukoneogenezg, zwickszenie syntezy glutationu badz oba te procesy tacznie >°. Fakt
nasilonej glukoneogenezy potwierdzajg tez niskie st¢zenia pirogronianu, zuzywanego W tym procesie.
Dominujacy proces glukoneogenezy prowadzi do zwigkszenia uwalniania kwaséw thuszczowych, ktore
w tych warunkach stanowig alternatywne zrodto energii. Procesy te przyczyniaja si¢ do zwigkszenia
poziomu kwasu 3-hydroksymastowego, na co rowniez wskazaty moje analizy. Niezwykle interesujace
bylo rowniez stwierdzenie w grupie GDM istotnie statystycznego Wzrostu stezenia kwasu 2-
hydroksymastowego, ktory posiada obiecujace wiasciwosci predykcyjne w kierunku wczesnego
rozpoznawania zaburzen metabolizmu zwigzanego z rozwojem cukrzycy 3%, Niewatpliwie ciekawym
doswiadczeniem podczas interpretacji uzyskanych danych, bylo wykonanie analizy skupien, dzigki
ktérej uzyskano klaster sktadajacy sie z grupy kontrolnej oraz grupy z cukrzycg cigzowg. Zastosowanie
rozwigzanie, walidowane réwniez metodami statystki wielowymiarowej, zwrocito uwage na dwa
przypadki btednej klasyfikacji, gdzie jedna probka nalezaca do grupy kontrolnej wykazywata cechy
GDM, a probka nalezaca do grupy GDM wykazywala cechy kontroli. Po weryfikacji danych
klinicznych, okazato si¢, iz w pierwszym przypadku byla to pacjentka z niezdiagnozowang cukrzyca
cigzowa (HbAlc w III trymestrze cigzy na poziomie 9%), w drugim przypadku glikemia pacjentki byta
doskonale wyréwnana, z warto$ciami glukozy na czczo 100 mg/dL (5,55mM).

Kontynuacjg prowadzonych badan byty eksperymenty opisane w publikacjach stanowiacych
osiggnigcie O2 oraz O3. Istotnym zagadnieniem skupiajacym coraz wigksza uwage Srodowiska
naukowego jest analiza D-aminokwasow (D-AA), ktorych Zzrodtem moze by¢ pozywienie, racemizacja
istniejagcych juz L-enancjomerdw, oraz w znacznym stopniu wytwarzanie ich przez flor¢ bakteryjng
przewodu pokarmowego ®'. Uwaza sie, iz gtdwnym czynnikiem regulujagcym poziom D-AA jest
zachodzaca w nerkach ich konwersja w wyniku dziatania oksydaz ®2. Okazuje sig, iz D-AA spelniajg
funkcje regulacyjne i tak np. zostat wykazany zwigzek D-Ala z chorobg Alzheimera ® czy tez D-Ser ze
schizofrenig ®. Te obserwacje wywotaty rosngce zainteresowanie chiralnymi AA i okre$lenie nowego
obszaru badawczego w analizach biomedycznych ukierunkowanych na poszukiwanie nowych
biomarkeréw prognostycznych badz diagnostycznych. Niemniej, wyzwaniem w oznaczaniu D-AA jest
ich niezwykle niskie st¢zenie, w zwigzku z czym procedury analityczne wymagaja opracowania i
walidowania zardwno metod przygotowania probek jak i samej metody pomiarowej. Zasadniczym
celem projektu byta wiec optymalizacja metody analizy D-AA w prébce moczu z wykorzystaniem
chromatografii gazowej sprzezonej ze spektrometrig mas. Opracowana metoda pozwalajagca ha
oznaczenie 14 par D-L-aminokwasow zostata zastosowana do przebadania probek moczu pochodzgcych
od pacjentek z cukrzyca cigzowg oraz zdrowych kobiet w cigzy stanowigcych grupe kontrolng. Materiat
do badan pochodzit z wczesniej opisanej kohorty. Prébka moczu byta przygotowana za pomocg
ekstrakcji do fazy statej, SPE (ang. solid phase extraction) przy zastosowaniu kolumienek
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ekstrakcyjnych z wypetnieniem kationowym Discovery DSC-SCX SPE (500 mg/3 mL) i wykonaniu
upochadniania D-AA do ich 2-propylowych estrow N(O)-pentafluoropropionylo-aminokwasowych. Do
rozdzielania enancjomerow uzyto kolumny kapilarnej ze stopionej krzemionki pokrytej powtoka
Chirasil-L-Val (polisiloksan N-propionylo-L-walino-tert-butyloamidowy) o grubo$ci filmu 0,12um
(25m x 0,25mm) i zaprogramowang temperaturg elucji. Detekcja wykonana byta z wykorzystaniem
analizatora mas o typie putapki jonowej (ang. ion trap), a identyfikacja D-AA opierata si¢ na analizie
czasu retencji oraz uzyskanych widm masowych.

Aplikacja opracowanej metody do projektu cukrzycy cigzowej miata szczegdlnie duze
znaczenie poznawcze, gdyz stanowila ona pierwsze doniesienie o poziomie D-AA W moczu w tej
populacji kobiet. Przeprowadzone oznaczenia wskazaly na istotny statystycznie wzrost stezenia D-
fenyloalaniny w grupie GDM. Zaznaczona byta rowniez wyrazna tendencja wzrostowa w przypadku D-
alaniny, D-seryny, D-ornityny oraz D-lizyny. Istotnym faktem jest, iz w pierwszym eksperymencie z
wykorzystaniem strategii niecelowanej (stanowigcym osiggniecie O1), roéwniez wykazano istotny
statystycznie wzrost fenyloalaniny w moczu kobiet z GDM. Uzyskane wyniki sg zbiezne z innymi
pracami badawczymi, ktére demonstrujg zwigkszony poziom fenyloalaniny w zaburzeniach gospodarki
weglowodanowej oraz jej zwigzek z ryzykiem wystgpienia cukrzycy typu 2 #’. Obserwacje zwigzane z
poziomem D-aminokwasdéw uzupelniajg istniejacy stan wiedzy oraz dostarczajg nowych informacji,
ktore moga przyczynic¢ si¢ do zrozumienia mechanizméw prowadzacych do zaburzen metabolizmu.

Kolejny eksperyment, opisany w publikacji stanowigcej osiggniecie O3 rowniez byt
prowadzony w ramach projektu zwiazanego z badaniami nad cukrzycg cigzowa. Niewatpliwym atutem
tych badan byta mozliwos¢ wyselekcjonowania grupy badawczej oraz sparowanych probek osocza,
zebranych w 4 punktach czasowych (pobranie materiatu w II oraz III trymestrze cigzy oraz miesigc i 3
miesigce po porodzie). Analiza tego materiatu zostata przeprowadzona z zastosowaniem chromatografii
gazowe]j sprzezonej ze spektrometria mas i z wykorzystaniem niecelowanego podejscia oraz
metodologii zawartej w opisie osiagnigcia O1. Ponadto, badanie obserwacyjne kobiet z GDM w ciazy
dostarczyto cennych informacji, ktore umozliwity wykonanie dodatkowych analiz statystycznych w
kierunku wyselekcjonowania zwigzkow o najwigkszym potencjale prognostycznym. Wyniki badania
zademonstrowaty odmienny profil metaboliczny pomigdzy grupa kontrolng oraz GDM nie tylko w cigzy
(11 oraz 111 trymestr), ale co wigcej po porodzie (miesigc oraz 3 miesigce). Zmiany te byly szczegdlnie
silnie zaznaczone w przypadku kobiet, u ktorych rozwineta sie cukrzyca typu 2 (dwuletnia obserwacja
retrospektywna). Szczegdlnie istotng kwestig poruszong w interpretacji uzyskanych wynikéw jest rola
kwasu 2- oraz 3- hydroksymastowego, jak i kwasu stearynowego, jako zwigzkow wykazujacych
obiecujace wlasciwosci predykeyjne w kierunku wezesnego rozpoznawania zaburzen metabolicznych,
nie tylko tych zwiazanych z cukrzyca cigzows, ale co szczegélnie istotne powigzane z ryzykiem
wystapienia cukrzycy typu 2 8% Wykazano, iz zardbwno kwas 2- jak i 3- hydroksymastowy wykazujg
wysokg korelacje ze stezeniem glukozy (test OGTT) oraz HbAlc, przy czym zalezno$¢ ta jest
szczegOlnie silnie zaznaczona dla kwasu 2-hydroksymastowego. Potencjat dyskryminacyjny tych
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zwigzkow widoczny byt réwniez w przypadku poréwnania profilu metabolicznego kobiet, u ktdrych
wystapita cukrzyca cigzowa, cigzowa bez zmian wskazujacych na zaburzona gospodarke
weglowodanowa po cigzy (stan normoglikemii) oraz tych, u ktorych wystapita cukrzyca typu 2.
Uzyskane wyniki potwierdzaja shuszno$¢ spostrzezen wynikajacych z przeprowadzenia
pierwszych analiz GC-MS w 11 trymestrze cigzy (opisanych w osiagnigciu O1), jednakze obserwacja
retrospektywna badanej grupy nadaje im nowy wymiar. Uzyskane wyniki stanowig niezwykle cickawa
hipoteze i podstawe do przeprowadzenia dalszych badan pozwalajacych na ich walidacje w szerzej

zakrojonych badaniach kohortowych.

04 Dudzik D*, Revello R, Barbas C, Bartha JL. LC-MS-based metabolomics identification of novel
biomarkers of chorioamnionitis and its associated perinatal neurological damage. J Proteome Res. 2015
Mar 6;14(3):1432-44.

Celem kolejnej pracy byto wykorzystanie potencjatu niecelowanych analiz metabolomicznych
w poznaniu mechanizméw komorkowych lezacych u podstaw zapalenia blon ptodowych i tozyska
(chorioamnionitis), a w szczegdlnosci podjecie proby identyfikacji zwigzkow ktdre moglyby przyczynié
si¢ do wczesnego wykrywania uszkodzen neurologicznych u ptodoéw jak i poprawy strategii
diagnostycznej histologicznej postaci chorioamnionitis. W pracy tej, analizie poddany byt ptyn
owodniowy, ktory stanowi szczegdlny materiat badawczy, gdyz kazda zmiana dotyczaca jego sktadu
badZ objetosci odzwierciedla stan fizjologiczny rozwijajacego sie ptodu ®. Niecelowane analizy
metabolomiczne zostaly wykonane z wykorzystaniem chromatografii cieczowej sprzezonej ze
spektrometrig mas (LC-QTOF-MS), z zachowaniem metodologii, w zakresie uzytej metody analitycznej
jak i metod chemometrycznych podanej w opisie pracy stanowigcej osiagniecie O1. Uzyskane wyniki
poddano analizie statystycznej z zastosowaniem testow parametrycznych badz nieparametrycznych (test
t Studenta i ANOVA, badz test U Manna Whitney’a i Krsukala Wallis’a w przypadku braku rozktadu
normalnego zmiennych z zachowaniem korekty FDR. Dodatkowo wykonano analize korelacji oraz
analiz¢ krzywych ROC dla wybranych zmiennych. Przeprowadzono takze wielowymiarowa analize
statystyczna oparta na modelu PLS-DA, ktora wykazata wyrazne roznice pomiedzy badanymi grupami
(grupa kontrolna vs. chorioamnionitis, chorioamnionitis vs. chorioamnionitis z powiktaniami
neurologicznymi). Uzyskane wyniki wskazaly, iz w wyniku zapalenia bton ptodowych dochodzi do
zaburzenia szlakow metabolicznych zwigzanych migdzy innymi z regulacjg proceséw glikolizy oraz
glukoneogenezy, metabolizmu sfingolipidéw, glicerofosfolipidow, kwasow zoétciowych, aminokwasow
czy tez i innych szlakow komoérkowych. W szczegdlno$ci, najwickszg odpowiedz na zapalenie
wykazywala grupa zwigzkdéw nalezacych do lizofosfatydylocholin oraz lizofosfatydyloetanoloamin
zawierajacych nasycone 16:0. 18:0 oraz nienasycone 18:1, 18:2, 20:4 kwasy thuszczowe. Interesujacym
faktem bylo stwierdzenie, ze kwasy tluszczowe z tancuchem 16:0 oraz 18:1 stanowily rowniez
komponent istotnych statystycznie lizofosatydyloseryn, fosfatydylocholiny, sfingomielin oraz

laktozoceramidu. Doktadna charakterystyka badanych probek pozwolita na wykonanie testu korelacji
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pomigdzy wynikami analizy metabolomicznej, a danymi klinicznymi, w szczegodlnosci stezeniem
glukozy, poziomem IL-6 i leukocytdéw, ktére to stanowia obecnie standard diagnostyczny. Zbadanie
tych zaleznosci pozwolito na wysnucie cieckawych obserwacji i nowych hipotez. Wszystkie zwigzki
nalezace do klasy lipidow wykazaty negatywna korelacje ze stezeniem glukozy. Najsilniejsza korelacje¢
z glukoza w grupie z chorioamnionitis wykazaty LPE(P-16:0) (rs = —0.8787), LacCer(d18:1/16:0) (rs =
—0.8285), LacCer(d18:1/24:1) (rs = —0.8034), oraz siarczan kwasu glikochenodeoksycholowego (rs =
—0.8452). Z kolei LPE(P-16:0), LPE(20:4) i laktozoceramidy wykazywaty réwniez wysoka korelacje z
IL-6 i poziomem leukocytow. Pomimo istotnie statystycznego zwickszenia stezenia LPC(16:0) i
LPC(18:1) obserwowanego w grupie z chorioamnionitis, zwiazki te nie wykazujg istotnej zalezno$ci z
zadnym z poddanym ewaluacji parametrem diagnostycznym. W przypadku szukania tych zalezno$ci w
grupie, u ktorej wystgpily zaburzenia neurologiczne, wysoce negatywna korelacje z glukozg
zaobserwowano w przypadku LPE(O-18:)/LPE(P-18:0) (rs = —0.9856), LacCer(d18:1/16:0) (rs =
—0.9276), PC(34:1) (rs = —0.8971), LacCer(d18:1/24:1) (rs = —0.8707), LPE(20:4) (s = —0.8117), oraz
LPE(18:1) (rs = —0.8117). Z kolei najwyzszy stopien zaleznosci z IL-6 wykazat LPC(18:2) (rs =
—0.7537). Analiza krzywej ROC pozwolita na wytypowanie LPE(18:1), LPE(16:0), oraz grupy
laktozoceramidow LacCer(d18:1/16:0) i LacCer(d18:1/24:1), jako zwiazkow o najwickszej sile
dyskryminacyjnej w kierunku diagnostyki zapalenia blon plodowych. W przypadku istniejgcych
powiktan neurologicznych zwigzkiem takim okazat si¢ LPC(18:2). Uzyskane wyniki stanowig istotny
wktad nie tylko w poznanie zaburzen metabolicznych do jakich prowadzi zapalenie bton ptodowych,
ale pozwalaja na jednoczesne wyznaczenie nowych kierunkéw badan nad markerami postaci
subklinicznej zapalenia bton ptodowych w cigzy i markerami wczesnej predykcji powiktan

neurologicznych.

O5 Hernandes VV, Barbas C, Dudzik D*. A review of blood sample handling and pre-processing for
metabolomics studies. Electrophoresis. 2017 Sep;38(18):2232-2241.

06 Dudzik D, Barbas-Bernardos C, Garcia A, Barbas C. Quality assurance procedures for mass
spectrometry untargeted metabolomics. A review. J Pharm Biomed Anal. 2018 Jan 5;147:149-173.
Prace zaprezentowane jako osiggnigcie O5 oraz O6 stanowig swoistg kondensacje¢ blisko
dziesiecioletniego doswiadczenia wilasnego, zdobytego na podstawie wykonania wielu projektow
badawczych opartych na niecelowanych analizach metabolomicznych. Obserwacja $wiatowych
trendow oraz bezposrednie zaangazowanie w zrozumienie natury i specyfiki wielkoskalowych metod
analizy prébek biologicznych oraz zastosowania klasycznych i nieklasycznych zaawansowanych metod
przetwarzania danych pozwolito na kompleksowe oméwienie newralgicznych aspektow zwigzanych z
poprawnym wykonaniem badah metabolomicznych. Aby to byto mozliwe niezbedne byto gruntowne
poznanie poszczegdlnych etap6w pracy oraz wyzwan zwigzanych z poprawnym przeprowadzeniem
procedur, poczawszy od zaplanowania eksperymentu az do uzyskania wynikéw koncowych.

Przedstawione opracowania dostarczajg szczegdlowych informacji o fazie przed-analitycznej,
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analitycznej oraz post-analitycznej, ktore stanowia wazny element w utrzymaniu wysokiej jakosci
prowadzonych badan. Okazuje sie, iz faza przed-analityczna jest utozsamiana z najwicksza iloscia
btedow, ktore wprowadzaja zaktocenia W przebieg catego procesu analitycznego oraz bezposrednio
ksztattuja jako$¢ uzyskanych informacji i wiarygodnos¢ wynikow. Etap ten zwigzany jest miedzy
innymi z poprawnym zaplanowaniem eksperymentu, wyznaczeniem jego celu oraz obrania
adekwatnych strategii badawczych. Wiaze si¢ to z doborem badanej populacji (uwzglednienie
czynnikow takich jak np. wiek, ple¢, dieta) oraz ustaleniem liczebnosci i rodzaju materiatu
biologicznego (np. osocze, mocz), jak tez sposobu jego pobrania (np. rodzaj zastosowanego
antykoagulanta), procesowania (np. parametry wirowania) i zabezpieczenia (np. temperatura
przechowywania). Faza przed-analityczna obejmuje wszystkie procedury, ktore maja miejsce przed
analiza, wlaczajac w to rdwniez przygotowanie probki i procesy ekstrakcji metabolitow. Szczegotowe
zalecenia dotyczace standardow procesowania probek uzyskanych z krwi - osocza, surowicy oraz tzw.
suchej kropli krwi, DBS (ang. dried blood spot), wraz z omoéwieniem wszystkich krytycznych
czynnikdw zostaty wyczerpujaco opisane w publikacji O5. Z kolei ostatnia zaprezentowana praca O6
stanowi kontynuacj¢ podjetej tematyki i syntetyczny opis wszystkich czynnikéw zaklocajgcych
poszczegolne fazy eksperymentu, a co wigcej podaje szczegbtowe zalecenia w zakresie ich kontroli i
zapewnienia wysokiej jako$ci catego procesu badawczego, QC/QA (ang. quality control/quality
assurance). Z punktu widzenia badacza, posiadajacego wiedze zarowno o ogromnym potencjale metod
niecelowanych, ale rowniez o ich ograniczeniach i wrazliwych aspektach pracy wymagajacych
zrozumienia i uwaznej kontroli, szczegolnie istotnym i zasadnym jest podejmowane dziatan stuzacych
stworzeniu standardow postepowania i rekomendacji w zakresie procedur QC/QA dla niecelowanych

analiz metabolomicznych.
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4. PODSUMOWANIE | WNIOSKI

Najnowsze odkrycia i innowacje technologiczne dostarczaja wyspecjalizowanych narzedzi
umozliwiajacych udoskonalenie metod analitycznych. Metabolomika stanowi nowatorskie podejscie
badawcze zapewniajace niespotykane dotad mozliwosci poszerzenia wiedzy na temat funkcjonowania
organizmu na poziomie molekularnym. Wdrozenie wielkoskalowych analiz niecelowanych do badan
biomedycznych i ich interdyscyplinarny charakter stanowi istotny element medycyny translacyjnej,
ktora wykorzystuje wyniki badan podstawowych i szuka mozliwosci zastosowania zdobytej wiedzy w
praktyce klinicznej. W tym ujeciu badania stanowigce cykl przedlozonych prac pozwalaja na
wyciagniecie nastepujacych wnioskow:

1. Implementacja niecelowanych analiz metabolomicznych w dziedzinie perinatologii wniosta
istotny wktad w poznanie patomechanizméw cigzy wysokiego ryzyka, zwigzanych z rozwojem
cukrzycy cigzowej oraz z wystapieniem zakazenia blon ptodowych i tozyska.

2. Wybdr metod i strategii badawczych umozliwil stworzenie charakterystycznego profilu
metabolicznego, okreslanego jako tzw. metaboliczny odcisk palca, znamiennego dla badanych
powiktan cigzowych (cigza wysokiego ryzyka zwigzana z wystapieniem cukrzycy ciazowej
oraz zapalenia blon ptodowych i tozyska).

3. Prowadzone badania metabolomiczne nad patogeneza zaburzen gospodarki weglowodanowe;j
w przebiegu cukrzycy cigzowej, nad ryzykiem wystapienia cukrzycy typu 2 oraz nad
mechanizmami powiktan neurologicznych zwigzanych z zapaleniem bton ptodowych i tozyska
w cigzy mialy szczegélne funkcje poznawcze, gdyz pozwolily na wyselekcjonowanie
metabolitbw mogacych w przysziosci spelnia¢ funkcje biomarkerow o wlasciwosciach
prognostycznych badz diagnostycznych w tych zaburzeniach.

4. Wpykazano, iz kwas 2-hydroksymastowy oraz 3-hydroksymastowy moga odgrywacé szczegdlng
role we wczesnej predykcji cukrzycy cigzowej jak i W rozwoju cukrzycy typu 2 w pozniejszym
okresie.

5. Wskazano zwiazki, ktére moga okazaé¢ si¢ pomocne we wczesnym rozpoznaniu subklinicznej
postaci zapalenia blon plodowych i tozyska u kobiet w cigzy jak i wskazujace na rozwijajace
sie zaburzenia neurologiczne u ptodu.

6. Analiza D-aminokwaséw pozwolita na uzyskanie komplementarnych informacji dotyczacych
patomechanizméw zwigzanych z cukrzycg cigzowa.

7. Uzyskane wyniki pozwolily na precyzyjna eksploracj¢ tematu badawczego, wyznaczajac nowe
hipotezy i kierunki przysztych badan.

8. Wnikliwe omowienie specyfiki przeprowadzania niecelowanych analiz metabolomicznych,
oparte w gltownej mierze na wieloletnim do$§wiadczeniu wlasnym oraz na obserwacjach

wspotpracownikow 1 na doniesieniach literaturowych, stanowi istotny wktad w opracowanie
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zalecen 1 rekomendacji pozwalajacych na kontrole jakosci procesu badawczego

wykorzystujacego metabolomike jako narzedzie badawcze.

5. WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

BMI — wskaznik masy ciata

BSTFA z TMCS — (N,O-bis(trimetylsilytrifluoroacetamid z trimetylochlorosilanem),
CE, elektroforeza kapilarna

CE-MS — elektroforeza kapilarna potgczona ze spektrometrig mas

CE-TOF-MS - elektroforeza kapilarna sprzezona z analizatorem czasu przelotu i spektrometrig mas
cPLAZ2 — cytozolowa fosfolipaza A2

CRP — biatko ostrej fazy, biatko C reaktywne

D-AA — D-aminokwasy

DBS — sucha kropla krwi

D-Ser — D- seryna

El — jonizacja elektronami

ESI — jonizacja metodg rozpylania w polu elektrycznym

FDR — frakcja fatszywych odkry¢

FIRS — ptodowy zespot odpowiedzi zapalne;j

GC — chromatografia gazowa

GC-MS — chromatografia gazowa sprze¢zona ze spektrometrig mas

GDM - cukrzyca cigzowa

HbA1c — hemoglobina glikowana

HILIC — chromatografia cieczowa oddziatywan hydrofilowych

HMDB - baza charakteryzujaca ludzki metabolom

HOMA-IR — wskaznik insulinoopornosci

HPLC — wysokosprawna chromatografia cieczowa

IGT — nieprawidlowa tolerancja glukozy

IL — interleukina

IVH — krwawienia okoto i dokomorowe

LC — chromatografia cieczowa

LC-ESI-QTOF-MS - chromatografia cieczowa sprzezona z jonizacja przez elektrorozpylanie i
zastosowanie spektrometru masowego z kwadrupolem i analizatorem czasu przelotu
LC-MS — chromatografia cieczowa potaczona ze spektrometrig mas

LC-PUFA — dlugotancuchowe wielonienasycone kwasy tuszczowe

LC-Q-TOF-MS — chromatografia cieczowa sprz¢zona ze spektrometrem masowym z kwadrupolem i
analizatorem czasu przelotu

LPC - lizofosfatydylocholina
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LPE — lizofosfatydyloetanoloamina

MRM — monitorowanie wybranych reakcji fragmentacji

MS — spektrometria mas

NMR — spektroskopia magnetycznego rezonansu jagdrowego

OGTT - doustny test obciazenia glukoza

OPLS-DA — ortogonalna analiza czastkowych najmniejszych kwadratéw z analiza dyskryminacyjna
PC — fosfatydylocholina

PC — czynniki gléwne

PCA — analiza sktadowych gtownych

PLS-DA — analiza czastkowych najmniejszych kwadratéw z analiza dyskryminacyjna
PUFA — wielonienasycone kwasy thuszczowe

PVL — leukomalacje okotokomorowe

QC/QA — kontrola i zapewnienie wysokiej jakosci procesu badawczego

Q-TOF — kwadrupol z analizatorem czasu przelotu

QUICKI — wskaznik insulinoopornosci

ROC - krzywa efektywnosci modelu predykcyjnego

RPLC — chromatografia w odwroconym uktadzie faz

SIM — monitorowanie wybranych jonéw

SPE — ekstrakcja do fazy statej

TNF-a — czynnik martwicy nowotworéw o

UHPLC - ultrasprawna chromatografia cieczowa
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V.  Omowienie pozostalych osiagni¢¢ naukowo-badawczych

Pelny opis osiggnig¢ naukowo-dydaktycznych znajduje si¢ w zatgczniku nr 3, ktéry stanowi wykaz
opublikowanych prac naukowych, informacja o osiagnieciach dydaktycznych, wspotpracy naukowej i

popularyzacji nauki.

1. Przed uzyskaniem stopnia doktora

Dorobek naukowy uzyskany przed nadaniem stopnia doktora sktada si¢ z 16 prac oryginalnych
(IF=4,829 / MNiSW: 115), 5 prac pogladowych (MNiSW: 8), 39 streszczen zjazdowych
prezentowanych na konferencjach krajowych i zagranicznych.

Prac¢ naukowsg rozpoczetam w Zaktadzie Biochemii Farmaceutycznej Uniwersytetu Medycznego
w Bialymstoku (UMB), bedac na III roku studiow farmaceutycznych. Pierwszym projektem, w ktorym
wzietam udzial bylo badanie szybkosci rozpadu glikozydéw a-tokoferolu w ramach wspotpracy
naukowej prowadzonej pomiedzy Zaktadem Biochemii Farmaceutycznej a Instytutem Chemii i
Zaktadem Chemii Produktow Naturalnych Uniwersytetu w Biatymstoku. Zatozeniem projektu byto
uzyskanie pochodnych witaminy E charakteryzujgcych si¢ zwigkszong rozpuszczalno$cia w pltynach
ustrojowych oraz wigkszym stopniem ich przenikalnosci. Zsyntetyzowane glikozydowe pochodne a-
tokoferolu badano pod katem ich trwalosci w wybranych homogenatach tkanek szczura, gdzie
stwierdzono stabilno$¢ badanych glukozydow oraz galaktozydydow a-tokoferolu.

Kolejnym etapem pracy naukowej bylo wzigcie udzialu w szeregu projektach poswigconych
biochemii enzymow lizosomalnych, a w szczegdlnosci N-acetylo-p-D-heksozoaminidazy. Temat ten
stanowil glowny nurt badawczy Zaktadu Biochemii Farmaceutycznej UMB oraz byl podstawag
wspoélpracy z Instytutem Biochemii, Narodowej Akademii Nauk w Grodnie na Biatorusi. Aktywnos$¢
enzymow lizosomalnych byta badana w przebiegu réznych standw chorobowych wigczajac w to miedzy
innymi cukrzyce, reumatoidalne zapalenie stawOw oraz zaburzenia funkcji watroby. W nawigzaniu do
wspomnianej tematyki badawczej powstala moja praca magisterska dotyczaca okreslenia aktywnosci
N-acetylo-B-D-heksozoaminidazy wraz z jej izoenzymami w mleku ludzkim oraz praca doktorska ktorej
przedmiotem bylo badanie aktywnosci N-acetylo-pB-D-heksozoaminidazy lizosomalnej oraz
cytoplazmatyczno-jadrowej w surowicy krwi i w lozysku w cukrzycy cigzowej. Wynikiem

prowadzonych badan byto powstanie cyklu prac eksperymentalnych oraz prezentacji konferencyjnych.

2. Po uzyskaniu stopnia doktora

Dorobek naukowy uzyskany po uzyskaniu stopnia doktora sktada si¢ z 13 prac oryginalnych
(IF=34,836 / MNiSW: 360), 4 prac pogladowych (MNiSW: 104), 1 rozdziatu w podreczniku, 1 pracy
popularnonaukowej, 15 streszczen zjazdowych prezentowanych na zagranicznych oraz 6 wystgpien na
konferencjach migdzynarodowych 1 zagranicznych, spos$réd ktorych 5 stanowily zaproszenia

organizatorow.

32



Danuta Dudzik Autoreferat Zatacznik nr 2

Istotnym zwrotem, ktory przyczynit si¢ do zasadniczego rozwoju oraz ukierunkowania moich
zainteresowan naukowych byla mozliwos¢ wyjazdu stypendialnego do Centrum Metabolomiki i
Bioanaliz (CEMBIO), mieszczacego si¢ na Wydziale Farmaceutycznym Uniwersytetu San Pablo CEU
w Madrycie. Praca naukowa w renomowanym laboratorium, stanowigcym o$rodek referencyjny w
zakresie niecelowanych analiz metabolomicznych pozwolita mi na rozwdj umiejetnosci w zakresie
technik separacyjnych oraz spektrometrii mas oraz doskonalenie warsztatu badawczego zwigzanego z
niecelowanymi analizami metabolomicznymi. Bioragc pod uwage interdyscyplinarny charakter
dziedziny zdobyte kompetencje i doswiadczenie dotycza zaréwno technik analitycznych,
chemometrycznych jak i ciggltego poglebiania wiedzy w zakresie biologii molekularnej i wiedzy
klinicznej. Efektem mojej pracy jest cykl publikacji dotyczacy wdrozenia analiz metabolomicznych do
projektéw klinicznych. Ze wzgledu na moje szczegolne zainteresowanie mechanizmami prowadzacymi
do powiktan wystepujacych w cigzy, jedne z moich pierwszych prowadzonych projektéw opieraty si¢
na zastosowaniu metabolomiki niecelowanej w perinatologii. Ponadto, praca w CEMBIO data mi szans¢
na rozwoj wspotpracy naukowej z innymi renomowanymi jednostkami badawczymi takimi jak np.

o w zakresie perinatologii: Klinika Perinatologii uniwersyteckiego szpitala La Paz w Madrycie,
spetniajacym funkcj¢ osrodka referencyjnego zarowno w dziedzinie perinatologii jak i wielu
innych; Klinika Neonatologii, Uniwersyteckiego Szpitala Pediatrycznego Sant Joan de Déu w
Barcelonie. Jestem gtownym wykonawca projektow naukowych wynikajacych z wymienionej
wspotpracy.

e W zakresie badan nad nowotworami: Laboratorium Badan Klinicznych, Narodowy Instytut
Zdrowia, Baltimore, USA. Jestem glownym wykonawca projektu dotyczacego poznania
mechanizmu dziatania (R,S’)-, (R,R”)-4-metoksy-1-nafylfenoterolu w nowotworach trzustki oraz
guzach okreznicy.

e W zakresie lipidomiki: Zaktad Chemii Fizjologicznej, Instytut Karolinska, Sztokholm, Szwecja

e W zakresie biochemii: Laboratorium Biochemii i Biologii Molekularnej, Wydzial Farmaceutyczny,
Uniwersytet San Pablo CEU, Madryt, Hiszpania

e W zakresie badan nad zywnoscig funkcjonalng: Instytut Nauki o Zywnosci, Technologii i Zywienia
(ICTAN), Hiszpanskie Narodowe Centrum Badan, Madryt, Hiszpania

Efektem podjetych prac sa prowadzone wspolnie projekty naukowe oraz przedstawianie rezultatow

prowadzonych badan w formie publikacji naukowych oraz streszczen konferencyjnych.

Kolejnym podjetym dziataniem jest udziat w pracach badawczych zwiazanych z identyfikacja
nowych biomarkeréw stanow patofizjologicznych na podstawie oznaczanych profili metabolomicznych
i bioinformatycznie zintegrowanego podejscia systemowego, w ramach wspotpracy z Katedrg
Biofarmacji i Farmakodynamiki Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego. Przygotowanie merytoryczne
oraz wypracowane procedury pozwalaja mi na wykonywanie ztozonych projektow badawczych
wymagajacych zarOwno zastosowania skutecznych narzgdzi jak i doktadnego zrozumienia zaréwno

zatozen jak i specyfiki wielkoskalowych niecelowanych analiz metabolomicznych.
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3. Dzialalno$é dydaktyczna i organizacyjna

e Ukonczenie kursu w zakresie pedagogiki i dydaktyki, Pracownia Studium Filozofii i Psychologii
Cztowieka, Uniwersytet Medyczny w Biatymstoku (2010)

e Prowadzenie zaj¢¢ dla studentow III roku farmacji w zakresie biochemii farmaceutycznej
(¢wiczenia laboratoryjne, zajecia fakultatywne) w ramach studium doktoranckiego

e Prowadzenie zaj¢¢ dydaktycznych dla studentoéw Il oraz IV roku kierunku lekarskiego, 111 roku
lekarsko-dentystycznego oraz Il roku kierunku lekarskiego English Division w zakresie
farmakologii w trakcie pracy na Uniwersytecie Medycznym w Bialymstoku

e Prowadzenie specjalistycznych kurséw z zakresu metabolomiki niecelowanej dla stypendystéw
programu w ramach umowy offsetowej z EADS-CASA, Centrum Metabolomiki i Bioanaliz,
Uniwersytet San Pablo CEU, Madryt, Hiszpania

e Nadz6r projektow z zakresu metabolomiki niecelowanej bedacych przedmiotem badan
wykonywanych w ramach studium doktoranckiego oraz stanowigcych koncowa prace badawcza
studentéw Uniwersytetu San Pablo CEU w Madrycie

e Udzial w projekcie edukacyjno-naukowym pt. Wykorzystanie zaawansowanej chemii analitycznej
w naukach badaniach biomedycznych i farmaceutycznych (ACCLifeSci). Projekt ten byt
koordynowany przez prof. dr hab. Elzbiet¢ Skrzydlewska z Uniwersytetu Medycznego w
Biatymstoku, w ramach programu Erasmus+ wspotfinansowanego przez Komisje Unii Europejskiej
i realizowany dzigki partnerskiej wspotpracy trzech uniwersytetow: (1) Uniwersytetu Medycznego
w Biatymstoku, Wydzial Farmaceutyczny z Oddzialem Medycyny Laboratoryjnej, Zaktad Chemii
Analitycznej; (2) Uniwersytetu w Aveiro, Wydziat Chemii, Centrum Spektrometrii Masowej,
Aveiro, Portugalia; (3) Uniwersytetu San Pablo CEU, Centrum Metabolomiki i Bioanaliz
(CEMBIO, Madryt, Hiszpania. Celem projektu bylo dostosowanie programow studiow
doktoranckich do postepu wiedzy w zakresie zaawansowanych technik analitycznych. Zatozeniem
projektu bylo przygotowanie kadry akademickiej do ksztalcenia doktorantéw w zakresie
metabolomiki, lipidomiki oraz proteomiki. W ramach podjetych dziatah wprowadzono modyfikacje
programdéw nauczania. Wymiernym efektem byto opracowanie e-materiatéw, w tym podrecznika
wydanego w wersji polskiej, angielskiej oraz hiszpanskiej. W ramach wspotredagowania
wspomnianych materiatéw odpowiedzialna bytam za przygotowanie wersji anglojezycznej Modutu
2 pt. Metabolomika, a w szczegdlnosci opisanych zaje¢ praktycznych z zakresu metabolomiki
poprzez opracowanie szczegotowego instruktarzu korzystania z ogodlnodostgpnej platformy
Workflow4Metabolomics (W4M) dedykowanej do przetwarzania danych metabolomicznych
http://workflow4metabolomics.org/. Ponadto przygotowatam projekt strony tytutowej podrgcznika
oraz bratam udziat w przygotowaniu rycin do wersji anglojezycznej oraz hiszpanskoje¢zycznej. W
ramach projektu odbytam rowniez dwa staze naukowo-dydaktyczne (Instytut Pasteura w Paryzu

oraz Centrum Spektrometrii Mas Uniwersytetu w Aveiro).
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Udzial w organizowaniu migdzynarodowej konferencji naukowej 28" Pharmaceutical and

Biomedical Analysis Conference, Madryt, Hiszpania (2017)

Nagrody i wyré6znienia

Nagroda Rektora Akademii Medycznej w Bialymstoku za osiggniecia naukowe w roku 2006 i 2007
4 stypendia wyjazdowe na pokrycie kosztow uczestniczenia w miedzynarodowych konferencjach
naukowych, przyznane przez Society for Glycobiology oraz FEBS (The Federation of European
Biochemical Societies) Organization

Stypendium Naukowej Fundacji Polpharmy na rzecz Wspierania Rozwoju Polskiej Farmacji i
Medycyny za najlepsza prace doktorska (2009)

2 nagrody przyznane za najlepsza prace posterowsa (International Symposium of Chromatography,
Torun, (2012) oraz DPSG (Diabetic Pregnancy Study Group) Meeting, Malaga, Hiszpania (2015)
Stypendium przyznane przez European Foundation for the Study of Diabetes (EFSD),
umozliwiajace wykonanie badan w Zaktadzie Chemii Fizjologicznej Il, w Instytucie Karolinska w
Sztokholmie (2015)

Nagroda zespotowa Angel Herrera przyznana przez Uniwersytet San Pablo CEU w Madrycie za
szczegblne osiggniecia w dziedzinie rozwoju innowacyjno$ci programu nauczania za projekt
Wykorzystanie zaawansowanej chemii analitycznej w naukach badaniach biomedycznych i
farmaceutycznych, AALifeSci (Advanced Analytical Chemistry for Life Sciences).

Podsumowanie dorobku naukowego

Wyniki moich badan zostaty opublikowane w czasopismach naukowych oraz byty prezentowane

(w formie doniesien konferencyjnych i wystgpien ustnych) na krajowych i miedzynarodowych

tematycznych konferencjach naukowych.

1.

2.

Dorobek naukowy przed uzyskaniem stopnia doktora:

e Prace oryginalne: 16 (IF=4,829 / MNiSW: 115)

e Prace pogladowe: 5 (MNiSW: 8)

e Streszczenia zjazdowe: ze zjazddw zagranicznych: 8; ze zjazddw krajowych: 30

o  Woystgpienia zjazdowe: ze zjazdéw zagranicznych: 0; za zjazdow krajowych: 1

Dorobek naukowy po uzyskaniu stopnia doktora:
e Prace oryginalne: 13 (1F=34,836 / MNiSW: 360)
e Prace pogladowe: 4 (IF=12,526 / MNiSW: 104)
e Rozdzialy w monografiach i podrecznikach: 1
e Prace popularnonaukowe: 1
e Streszczenia zjazdowe: ze zjazdow zagranicznych: 15; ze zjazddw krajowych: 0
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e Wystgpienia zjazdowe: ze zjazddéw zagranicznych: 3; za zjazdéw krajowych: 3

Catkowity dorobek: 29 prac oryginalnych, 9 prac pogladowych, 1 rozdziat w podreczniku, 1 praca
popularnonaukowa, 53 streszczenia zjazdowe, 7 wystapien zjazdowych

(IF=52,191/ MNiSW: 587)

Liczba cytowan wg bazy Scopus: 230

Liczba cytowan wg bazy Web of Science Core Collection: 198
Indeks Hirscha wg bazy Web of Science Core Collection: 9
Indeks Hirscha wg bazy Scopus: 10
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