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4. Omowienie osiagnieé, o ktorych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia 20
lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478

Z pozn. zm.).

4.1.Tytul osiagniecia naukowego:

»Ocena profili metabolomicznych w zaburzeniach ukladu sercowo-naczyniowego,
schorzeniach onkologicznych i wrodzonych wadach anatomicznych”

Osiagni¢cie naukowe wynikajace z art. 219, ust. 1, pkt. 2b ustawy z dnia 20 lipca 2018r.
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478 z p6zn. zm.) Stanowi
cykl 6 publikacji naukowych (5 prac oryginalnych oraz 1 pracy przegladowe;),
opublikowanych w latach 2015-2021. W 4 publikacjach jestem pierwszym autorem,
natomiast w pozostatych 2 — rGwnorzednym pierwszym autorem. Przedstawione prace
sktadajg si¢ na monotematyczny cykl i dotycza zastosowania niecelowanych analiz
metabolomicznych w poszukiwaniu nowych wskaznikow diagnostycznych oraz celow
terapeutycznych, na przykladzie zaburzen uktadu sercow0-naczyniowego, schorzen

onkologicznych oraz wrodzonych wad anatomicznych.

Laczna warto$¢ bibliometryczna cyklu wymienionych powyzej publikacji wynosi:

IF = 26.209; punktacja MEIN = 495.

Oswiadczenia okreslajace moj udzial w powstaniu wymienionych prac znajdujg sie¢
w zataczniku nr 4 - Wykaz osiggnig¢ naukowych stanowigcych znaczny wkiad w rozwoj
okreslonej dyscypliny.

Oswiadczenia wspotautorow publikacji okreslajace indywidualny wkiad w powstanie

poszczeg6lnych publikacji zamieszczono w zalacznikach nr 6.1-6.6.



4.2 Wykaz opublikowanych prac naukowych wchodzacych w sklad osiagniecia

naukowego:

H1. Bujak Renata, Struck-Lewicka Wiktoria, Markuszewski Michat Jan, Kaliszan
Roman. Metabolomics for laboratory diagnostics. J. Pharm. Biomed. Anal. 2015, 113:
108-120. [Wskaznik IF=3.169; MEIN: 35]+

H2. Wawrzyniak Renata, Wozniak Agnieszka, Gebreyohannes Yemarshet, Dykcik
Bartosz, Schoffski Patrick, Markuszewski Michat Jan. Volatile organic compounds in
gastrointestinal stromal tumour tissue originating from patient-derived xenografts.
J Breath Res. 2017, 11: (3):037101. [Wskaznik 1F=3.489; MEIN: 40]

H3. Wawrzyniak Renata, Kosnowska Anna, Macioszek Szymon, Bartoszewski Rafat,
Markuszewski Michat Jan. New plasma preparation approach to enrich metabolome
coverage in untargeted metabolomics: plasma protein bound hydrophobic metabolite
release with proteinase K. Sci. Rep., 2018, 8, 1-10. [Wskaznik IF: 4.011; MEiN: 40]

H4. Wawrzyniak Renata, Yumba Mpanga Arlette., Struck-Lewicka Wiktoria,
Kordalewska Marta, Polonis Katarzyna, Patejko Malgorzata, Mironiuk Monika,
Szyndler Anna, Chrostowska Marzena, Hoffmann Michal, Smolenski Ryszard Tomasz,
Kaliszan Roman, Narkiewicz Krzysztof, Markuszewski Michat Jan. Untargeted
Metabolomics Provides Insight into the Mechanisms Underlying Resistant
Hypertension. Curr Med Chem. 2019, 26:232-243. [Wskaznik 1F=4.184 punktacja
MEIiN: 100]

H5. Polonis Katarzyna*, Wawrzyniak Renata*, Daghir-Wojtkowiak Emilia*,
Szyndler Anna, Chrostowska Marzena, Melander Olle, Hoffmann Michat, Kordalewska
Marta, Raczak-Gutknecht Joanna, Bartosinska Ewa, Kaliszan Roman, Narkiewicz
Krzysztof, Markuszewski Michat Jan. Metabolomic signature of early vascular aging
(EVA) in hypertension. Front. Mol. Biosci., 2020, 7, 1-11. [Wskaznik IF: 5.246;
MEIN: 140]

H6. Macioszek Szymon*, Wawrzyniak Renata*, Kranz Anna, Kordalewska Marta,
Struck-Lewicka Wiktoria, Dudzik Danuta, Biesemans Margot, Maternik Michat,
Zurowska Aleksandra, Markuszewski Michat Jan. Comprehensive metabolic signature
of renal dysplasia in children. A multiplatform metabolomics concept. Front. Mol.
Biosci., 2021, 8, 1-14. [Wskaznik IF: 6.113; MEIN: 140]

* - rowny wkiad autorow
t - praca przegladowa
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4.3. Oméwienie celu naukowego ww. prac i osiagnietych wynikow wraz

z omoOwieniem ich ewentualnego wykorzystania

WPROWADZENIE

Dynamiczna homeostaza jest wspolng cecha kazdego zywego systemu biologicznego.
Oznacza to, ze dany organizm zmienia si¢ w konsekwencji ekspozycji na rézne czynniki,
zarowno endogenne, jak i egzogenne, m.in.: zastosowang farmakoterapig, diete czy bodzce
srodowiskowe [1]. Inicjacja, progresja oraz regresja stanu patofizjologicznego takze moze
prowadzi¢ do zaburzen réwnowagi wewnetrznej w uktadzie biologicznym lub jego
poszczegolnych sktadowych, tj.: komorce, tkance czy narzadzie. W przeprowadzonych do tej
pory badaniach diagnostycznych czy biomedycznych, zwykle wykorzystywano podejscie
jednoczynnikowe; skupiajace si¢ na ocenie zmian na poziomie pojedynczego genu, biatka czy
enzymu, w celu poznania patomechanizmoéw oraz zaproponowania leczenia réznych stanow
patofizjologicznych. W ostatniej dekadzie nastgpit intensywny rozwoj dziedzin biologii
systemow (systemowej), ktory dostarczyl nowego, wieloczynnikowego podej$cia do oceny

patomechanizméw danej jednostki chorobowej [2].

Nieustanny rozw6j wielkoskalowych 1 czutych technik analitycznych oraz
zaawansowanych metod statystycznych, pozwala na ciggle poszerzanie wiedzy dotyczacej
oceny sktadu oraz zmian ilo$ciowych ludzkiego metabolomu. Metabolom definiowany jest jako
zbidr wszystkich matoczasteczkowych metabolitow (masa czasteczkowa <1,5kDa) obecnych
w badanym systemie biologicznym. Zmiany na poziomie genomu lub proteomu okreslajg
predyspozycje do wystgpienia reakcji na rézne czynniki biologiczne czy srodowiskowe. Z kolei
zmiany na poziomie metabolomu odzwierciedlajg aktualny stan danego uktadu biologicznego,
zarowno fizjologiczny, jak i patofizjologiczny. Ponadto, zmiany obserwowane w metabolomie
sg konsekwencja dynamicznych proceséw zachodzacych na poziomie genomu, transkryptomu
i proteomu. Dlatego tez, analizy metabolomu stanowia chemiczne odzwierciedlenie aktualnego
fenotypu okreslonego systemu biologicznego oraz maja potencjat aby wyja$ni¢ wciaz nie do
konca poznane zalezno$ci pomiedzy jego genotypem i fenotypem. Ponadto, z diagnostycznego
punktu widzenia, zmiany metaboliczne moga pojawic¢ si¢ szybciej niz charakterystyczne dla
danego stanu patofizjologicznego objawy kliniczne. Z tych wtasnie powodow, metabolomika
staje sie coraz czesciej stosowang dziedzing biologii systemowej. Jest to szczegdlnie widocznie
zwlaszcza w badaniach biomedycznych, dotyczacych poszukiwania czutych i specyficznych

wskaznikow diagnostycznych oraz nowych celow terapeutycznych.



Za poczatki badan metabolomicznych mozna uzna¢ czasy starozytnej Grecji, kiedy
na podstawie koloru, smaku lub zapachu moczu, rozpoznawano schorzenia o podilozu
metabolicznym, m.in. cukrzyce [3]. Jednak dopiero systematyczne badania przeprowadzane
w latach 70-tych XX wieku przez Horninga [4,5] oraz Paulinga i wsp. [6] zapoczatkowaty nowe
podejscie do badan metabolomicznych. Koncentrowato si¢ ono jednak raczej na analizie
zestawu metabolitow w ptynach biologicznych niz na oznaczaniu pojedynczego metabolitu.
Nowoczesne podejscie do metabonomiki i metabolomiki zostalo zaproponowane ok. 20 lat
temu. Nicholson i wsp. [7] zdefiniowali metabonomike jako: ,,ilo$ciowy pomiar dynamicznej
wieloczynnikowej odpowiedzi metabolicznej organizméw zywych na bodzce patofizjologiczne
lub modyfikacje genetyczne”. Z kolei Fiehn [8], uznawany za jednego z pionieréw badan
metabolomicznych na §wiecie, okreslit metabolomike jako ,kompleksows i iloSciowa analize
wszystkich metabolitow w systemie biologicznym". Warto takze zaznaczy¢, ze r6znica migdzy
metabonomika i metabolomika jest subtelna i raczej lingwistyczna niz techniczna. Dlatego tez,
w praktyce terminy te s3g powszechnie stosowane, czesto uzywane zamiennie
I wykorzystuja te same narzegdzia analityczne oraz metody obliczeniowe [3]. W 2008 roku
zostaly zapoczatkowane badania wykorzystujace podejscie farmakometabolomiczne.
Farmakometabolomika, nazywana rowniez farmakometabonomikg, o0dnosi si¢ do
bezposredniego pomiaru metabolitow w réznych materiatach biologicznych pobranych od
danego pacjenta w celu przewidywania lub oceny metabolizmu substancji farmaceutycznej
oraz lepszego zrozumienia jej profilu farmakokinetycznego. Farmakometabolomika stosowana
jest takze w 0znaczaniu pozioméw metabolitbw po podaniu konkretnego leku, w celu
monitorowania jego wpltywu na okreslone szlaki metaboliczne. PodejScie to zapewnia
kompleksowg ocen¢ mechanizmu dziatania leku, poprzez jego wptyw na szlaki biochemiczne,
co potencjalnie moze rowniez wyjasni¢ zjawisko zmiennosci odpowiedzi na leczenie [9-12].
Dodatkowo, wyj$ciowy profil metaboliczny pacjenta (metabotyp) dostarcza informacji o tym,
jak poszczegdlne jednostki reaguja na leczenie i podkresla zroznicowanie w obrebie stanu

patofizjologicznego [13].

W 2009 roku, Ceglarek i wsp. [14] wprowadzili definicj¢ metabolomiki klinicznej,
ktorej celem jest ocena oraz przewidywanie ryzyka wystapienia choroby u danej osoby poprzez
badanie zmian metabolicznych w plynach ustrojowych lub tkankach, wywolanych przez

czynniki genetyczne, epigenetyczne, behawioralne, ekspozycje srodowiskows lub dietg.

W aktualnie prowadzonych badaniach metabolomicznych wykorzystuje si¢ dwa gtowne

podejécia badawcze [15]. Pierwsze z nich stanowig celowane analizy metabolomiczne (tzw.
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profilowanie metaboliczne), ktore skupiaja si¢ na ilosciowym oznaczaniu okreslonego zestawu
metabolitow pochodzacych z jednego szlaku biochemicznego (np. glikoliza, cykl Krebsa,
fosforylacja oksydacyjna) lub o zblizonych wlasciwosciach fizykochemicznych (np.
aminokwasy, kwasy organiczne, fosfolipidy, dlugotancuchowe karnityny). W tej strategii
hipoteza badawcza jest od poczatku okreslona i glownym jej celem jest opracowanie oraz
walidacja metody analitycznej pozwalajacej na czule, dokfadne i precyzyjne oznaczenia
ilo§ciowe wybranej grupy metabolitow. Z kolei niecelowane analizy metabolomiczne polegaja
na potilosciowym oznaczeniu mozliwie jak najwiekszej liczby maloczasteczkowych
metabolitow obecnych w probkach biologicznych. W badaniach mikrobiologicznych lub
biotechnologicznych najczesciej stosuje si¢ podejscie tzw. ,,metabolicznego odcisku stopy”,
ktore skupia si¢ na ocenie egzometabolomu, czyli metabolitow zewnatrzkomorkowych,
wydzielanych przez dany organizm do pozywki, na ktérej obserwowany jest jego wzrost.
Podejscia badawcze w aktualnie prowadzonych badaniach metabolomicznych przedstawiono

na Rycinie 1.

metaboliczny ,odcisk palca”

metabolity zewngatrzkomérkowe
egzometabolom

metaboliczny ,,0dcisk stopy”

Y'(" zestaw wybranych metabolitéw

profilowanie metaboliczne

.....

oznaczanie catego metabolomu

Rycina 1. Najczgéciej stosowane podejscia badawcze w analizach metabolomicznych.



Ze wzgledu na zroznicowane wilasciwosci fizykochemiczne oraz zakresy stezen
oznaczanych analitow, w niecelowanych analizach metabolomicznych czgsto konieczne jest
zastosowanie komplementarnych platform analitycznych oraz zaawansowanych metod
statystycznych, aby zwigkszy¢ zakres oznaczanych analitow, a takze zapewni¢ prawidlowa
analize wielowymiarowych danych pomiarowych. Obecnie najczesciej stosowanymi
platformami analitycznymi w analizach metabolomicznych sg spektrometria mas (ang. mass
spectrometry, MS) oraz spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego (ang. nuclear
magnetic resonance spectroscopy, NMR) [16,17].

NMR to pionierska, uniwersalna pod katem identyfikacji strukturalnej, nieniszczaca
probki oraz powtarzalna technika analityczna. Jednak sporg wada jest jej niska czulo$é, co
stanowi duze ograniczenie w oznaczeniach analitycznych metabolitow wystepujacych
na niskich poziomach stezen, zwlaszcza w probkach biologicznych o zlozonym sktadzie

matrycy.

MS charakteryzuje sie¢ duza czuloScig, czesto wysoka rozdzielczoscig, Szerokim
zakresem pomiarowym metabolitow o zrdéznicowanych wilasciwosciach fizykochemicznych
oraz duza szybkosScig zbierania danych. Ponadto MS jest czgsto lgczona z technikami
separacyjnymi oraz elektromigracyjnymi, tj.. wysokosprawna czy ultrawysokosprawna
chromatografia cieczowa (ang. high-performance liquid chromatography, ultra-high-
performance liquid chromatography, HPLC, UHPLC), chromatografia gazowa (ang. gas
chromatography, GC) i elektroforeza kapilarna (ang. capillary electrophoresis, CE).
Z tych powodow techniki taczone oparte na MS s3 obecnie najczesciej Stosowane
w niecelowanych analizach metabolomicznych. GC-MS jest technikg z wyboru dla analitow
lotnych lub takich ktore mozna tatwo przeksztalci¢ w lotne pochodne za pomoca konwersji
chemicznej (upochadniania), gitéwnie kwaséOw organicznych, aminokwasdéw, kwasow
thuszczowych czy cukrow. HPLC-MS oraz UHPLC-MS, wykorzystujace réznorodne fazy
stacjonarne (tj. RP: odwrocony uktad faz czy HILIC: chromatografia oddziatywan
hydrofilowych) to techniki taczone, dedykowane do oznaczen analitycznych nielotnych,
termicznie niestabilnych analitow o szerokim zakresie zard6wno masy czasteczkowej, jak
i polarnosci [18]. Z kolei za pomoca techniki CE-MS mozna przeprowadzi¢ pomiary
analityczne zwigzkow o roznej masie czasteczkowej, obdarzonych tadunkiem Iub
charakteryzujacych si¢ duza polarnoscig. Jednak ze wzgledu na konieczno$¢ zastosowania
cieczy ostonowej, duzym problem technicznym jest prawidlowe potaczenie aparatu do

elektroforezy kapilarnej ze spektrometrem mas. Dlatego tez w ostatnich latach, dla CE-MS
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zaproponowano rdézne rozwigzania technologiczne pozwalajace na stosowanie tej techniki bez
uzycia cieczy ostonowej [19, 20]. Pomimo to, ta platforma analityczna jest najrzadziej

stosowana w niecelowanych analizach metabolomicznych.

Najwazniejsze wady 1 zalety NMR, GC-MS oraz LC-MS, pod katem ich zastosowan

w metabolomice przedstawiono na Rycinie 2.

v utosé v CIutosé
v UNIWERSALNOSC ' ROIDIIELCZOSC ' PROSTE PRIYGOTOWANIE
+/ TECHNIKA ) ' JONIZACJA ELEKTRONAMI - PROBEK
NIENISZCZACA PROBKI UNIWERSALNE BIBLIOTEKI  +/ IWIAZKI O ROINYCH
v NISKA CZUt0s¢ WIDM MASOWYCH WEASCIWOSCIACH

' KONIECZNOSC KONWERSJl  +/ TRUDNA IDENTYFIKACJA
CHEMICZINEJ ANALITOW /' powTARZALNOSE

v DIUGOTRWALE ' BRAK UNIWERSALNYCH
PRZYGOTOWANIE PROBKI BAZ DANYGH

Rycina 2. Zalety 1 wady najczesciej stosowanych platform analitycznych w metabolomice.

W niecelowanych analizach metabolomicznych probek biologicznych nalezy od
samego poczatku prawidlowo opracowa¢ schemat badawczy. Najczes$ciej obejmuje on:
zaplanowanie eksperymentu, odpowiednie pobranie oraz przechowanie probek materiatu
biologicznego, ekstrakcje metabolitow z matrycy o czesto ztozonym sktadzie, przeprowadzenie
oznaczen analitycznych, przygotowanie i przetwarzanie danych pomiarowych, analizy
statystyczne, identyfikacje metabolitow oraz interpretacj¢ biochemiczng. Na etapie planowania
eksperymentu, istotne jest ustalenie kryteriow wlgczenia/wylaczenia pacjentow, rodzaju oraz
sposobu pobrania i zabezpieczenia materiatu biologicznego, a takze dobranie grup badanych
pod wzgledem, wieku, plci czy wskaznika masy ciata (ang. body mass index, BMI), aby

zminimalizowaé wptyw zmiennosci mi¢dzyosobniczej na oznaczane profile metabolomiczne.



Nastgpnie opracowywana jest procedura przygotowania probek biologicznych, ktéra ma
zapewni¢ ekstrakcje mozliwie jak najwickszej liczby metabolitéw o zréznicowanych
wilasciwos$ciach fizykochemicznych. Dlatego tez etap ten zalezy w najwigkszym stopniu od
rodzaju techniki pomiarowej zastosowanej do oznaczen analitycznych w kolejnym kroku
schematu badawczego. W niecelowanych analizach metabolomicznych, wlasnie ze wzgledu
na szeroki zakres zard6wno wlasciwosci fizykochemicznych, jak i stezen oznaczanych analitow,
czesto stosuje si¢ wzajemnie komplementarne platformy analityczne. Uzyskane macierze
danych pomiarowych w niecelowanych analizach metabolomicznych sa wielowymiarowe,
a liczba zmierzonych sygnatow analitycznych czgsto przekracza liczbg analizowanych probek.
Dlatego w kolejnym etapie dane pomiarowe poddaje si¢ odpowiedniemu przetwarzaniu, ktore
zazwyczaj obejmuje: dekonwolucje, wyrownanie sygnaldéw analitycznych (ze wzgledu
na mozliwe odchylenia w pomiarze masy, czasu retencji/migracji), normalizacjg, skalowanie
oraz filtrowanie [21]. Odpowiednio przetworzone zestawy danych poddaje si¢ analizom
statystycznym, w ktorych wykorzystuje si¢ zarowno testy jedno- jak i wielowymiarowe [22].
W testach jednowymiarowych konieczne jest zastosowanie testowania wielokrotnego, aby
wyznaczy¢ warto$¢ poziomu istotnosci (ang. p-value) z uwzglednieniem iloSci ocenianych
analitow (czgsto ok. 1000) 1 w ten sposodb zminimalizowaé ryzyko wystgpienia wynikow
falszywie dodatnich (ang. false discovery rate, FDR). Do najczesciej stosowanych testow
wielowymiarowych w niecelowanych analizach metabolomicznych naleza: analiza sktadowych
glownych (ang. principal component analysis, PCA), analiza dyskryminacyjna czastkowych
najmniejszych kwadratow (ang. partial least square disciminant analysis, PLS-DA), metoda
lasoéw losowych (ang. random forest, RF), regresja liniowa i logistyczna, czy modelowanie
bayesowskie oraz hierarchiczne [23]. W kolejnym etapie istotne statystycznie sygnaly
analityczne sg wstepnie identyfikowane na podstawie dostepnych baz danych tj.. Human
Metabolome Database (HMDB), LIPIDMAPS, METLIN, CEU Mass Mediator czy KEGG.
Nastepnie, zaproponowane struktury chemiczne sg potwierdzane za pomocg substancji
wzorcowych, a w przypadku braku ich dostepnosci, najczesciej na podstawie fragmentacyjnych
widm fragmentacyjnych mas. Zidentyfikowane metabolity endogenne oceniane s3
w konteks$cie szlakéw biochemicznych, z ktéorych pochodza, a potencjalnie zwigzanych
z danym stanem patofizjologicznym, jego stopniem zaawansowania lub zastosowana
farmakoterapig. Typowy schemat badawczy w niecelowanych analizach metabolomicznych

zostat przedstawiony na Rycinie 3.
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Rycina 3. Typowy schemat badawczy przestawiajacy etapy niecelowanych analiz

metabolomicznych.

Pomimo  cigglego  doskonalenia  rozwigzan analityczno-chemometrycznych
w niecelowanych analizach metabolomicznych, ich zastosowanie w praktyce klinicznej wcigz
jest ograniczone. Wynika to przede wszystkim z braku mozliwosci oceny profili
metabolomicznych duzej liczby probek biologicznych w jednej serii pomiardéw, ze wzgledu
na duzg zmienno$¢ analityczng. Ponadto, wcigz brakuje standardowych procedur operacyjnych
(SOP), ktore pozwolityby na walidacj¢ migdzylaboratoryjng w badaniach wieloosrodkowych,
a wymaganych do zaproponowania zwigzkow o potencjale biomarkerowym. Brakuje rowniez
certyfikowanych  laboratoriow,  specjalizujacych  si¢  niecelowanych  analizach
metabolomicznych [24,25]. Dlatego do oceny specyficznych i czulych wskaznikow
diagnostycznych chorob cywilizacyjnych, zdecydowanie lepszym podejsciem badawczym sa
celowane analizy metabolomiczne. Niecelowane analizy metabolomiczne maja z Kolei
zdecydowanie wigkszy potencjat poznawczy w przypadku poszukiwania nowych wskaznikow
diagnostycznych, prognostycznych czy celow terapeutycznych w rzadkich schorzeniach
patofizjologicznych, ktérych patomechanizmy nie zostaty do tej pory wyjasnione, i/lub ktore
czesto rozwijaja si¢ przez dlugi czas bezobjawowo lub nie odpowiadaja na zastosowang

farmakoterapig.

11



CELE NAUKOWE I OMOWIENIE WYNIKOW

W badaniach przeprowadzonych w ramach osiagniecia habilitacyjnego zastosowano
wielkoskalowe techniki taczone wykorzystujace spektrometric mas oraz roézne metody

separacyjne tj. wysokosprawng chromatografi¢ cieczowa czy chromatografi¢ gazowa.

Do analizy otrzymanych danych pomiarowych zastosowano zaawansowane metody
statystyczne, co pozwolito na kompleksowa ocen¢ zmian metabolicznych, potencjalnie
zwigzanych z patogeneza rzadkich schorzen patofizjologicznych, tj.: nowotwory podscieliska
przewodu pokarmowego, oporne nadci$nienie tetnicze, wczesne starzenie naczyn oraz

dysplazja nerek. Glowny cel badan zostat osiggniety poprzez realizacje celow czastkowych tj.:

A) Ocena potencjalu badan metabolomicznych, ze szczegdInym uwzglgdnieniem podejscia
niecelowanego, pod katem zastosowan w diagnostyce laboratoryjnej (Publikacja H1);

B) Oznaczenie oraz poroéwnanie profili metabolomicznych guzéw podscieliskowych
zoladka w modelach myszy ksenograficznych o réznym podlozu genetycznym
za pomocg techniki GC-MS (Publikacja H2);

C) Opracowanie nowej metody przygotowania probek osocza z wykorzystaniem
proteinazy K do niecelowanych analiz metabolomicznych (Publikacja H3);

D) Przeprowadzenie niecelowanych analiz metabolomicznych prébek osocza u pacjentow
z opornym nadci$nieniem tetniczym z wykorzystaniem techniki LC-TOF/MS
(Publikacja H4);

E) Ocena profili metabolomicznych probek osocza u pacjentow, u ktorych potwierdzono
wczesne starzenie tetnic za pomoca techniki LC-TOF/MS (Publikacja H5);

F) Kompleksowa ocena zmian metabolicznych probek moczu w populacji pediatrycznej
z wrodzong dysplazja nerek z wykorzystaniem komplementarnych technik

analitycznych (Publikacja H6).
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W pracy przegladowej (Publikacja H1), na podstawie dostepnej literatury, opisano
podejscia badawcze, rozwigzania analityczne oraz chemometryczne stosowane do oceny
profili metabolicznych réznych matryc biologicznych (np.: osocze lub surowica krwi
zylnej, mocz, ekstrakty tkankowe, §lina czy wydychane powietrze), pod katem
potencjalnych zastosowan w diagnostyce laboratoryjnej. Analizy metabolomiczne, ktore
opieraja si¢ na zastosowaniu czulych technik analitycznych i zaawansowanych narzedzi
chemometrycznych, moga zapewni¢ nowe 1 uzyteczne podejscie w prawidlowym
rozpoznaniu czy monitorowaniu stanow patofizjologicznych. Ciekawym kierunkiem
zastosowania badan metabolomicznych, jest taczenie ich z wynikami uzyskanymi z r6znych
dziedzin biologii systemow, tj. genomika, transkryptomika czy proteomika w celu
zapewnienia holistycznej oceny patomechanizmow specyficznych dla fenotypu dane;
jednostki chorobowej. Metabolomika, od ponad dwoch dekad, jest czgsto Sstosowana
w poszukiwaniu nowych, bardziej specyficznych i mniej inwazyjnych biomarkerow
réznych standw patofizjologicznych. Jednak jej zastosowanie w badaniach biomedycznych,
wcigz jest ograniczone, co wynika z braku wiarygodnej walidacji przeprowadzonej
w badaniach populacyjnych. Aby potwierdzi¢ warto$¢ diagnostyczng czy prognostyczng
potencjalnych biomarkeréw metabolicznych, koniecznie jest przeprowadzenie ich oceny
ilosciowej u zdecydowanie liczniejszej grupy badanej, ktérg mozna uzyskaé¢ prowadzac
badanie wieloosrodkowe. W tym celu konieczne jest opracowanie standardowych procedur
operacyjnych (SOP), ktore pozwolg na walidacje migdzylaboratoryjng zaproponowanych
wskaznikow o znaczeniu biomarkerowym. Dlatego tez, kolejne publikacje naukowe
stanowigce osiggniecie habilitacyjne (Publikacje H2, H4-H6) dotycza zastosowania
niecelowanych analiz metabolomicznych réznych probek biologicznych z wykorzystaniem
technik laczonych oraz zaawansowanych metod statystycznych do oceny rzadkich stanéw
patofizjologicznych, tj: nowotwory podscieliska przewodu pokarmowego, oporne
na farmakoterapi¢ nadci$nienie t¢tnicze, wezesne starzenie naczyn oraz wrodzona dysplazja

nerek.

Wedhlug badania EORTC (European Organization for Research and Treatment of
Cancer) prowadzonego w czternastu krajach, nowotwory mezenchymalne podscieliska
przewodu pokarmowego (ang. gastrointestinal stromal tumors, GIST) stanowig 4-5
przypadkow/milion/rok i na tej podstawie mozna si¢ spodziewaé¢ 150-190 nowych
przypadkow w Polsce rocznie [26]. Proces nowotworowy, w przypadku GIST, inicjuja

mutacje w genach kodujacych blonowe receptory o aktywnosci kinazy tyrozynowej, tj: KIT
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(ang. kinase receptor- CD117) lub PDGFRA (ang. platelet derived growth factor receptor
alpha) [26]. Nadekspresja tych receptorow jest charakterystyczna dla nowotworow GIST
i moze wystepowac na catej dtugosci przewodu pokarmowego. Na podstawie mutacji jakie
wystapity w poszczegdlnych genach mozna przedstawi¢ molekularng klasyfikacje GIST

(Tabela 1.)

Tabelal. Molekularna klasyfikacja nowotworéow  podscieliskowych  przewodu

pokarmowego [26].

Mutacje genu KIT Ekson 9

Ekson 11
Ekson 13
Ekson 17
Mutacje geny PPDGFRA Ekson 12

Ekson14
Ekson 18
Brak mutacji ,»Wilde type”

Kliniczne objawy GIST czgsto sg dos¢ niespecyficzne. Nalezg do nich: bdl brzucha,
czasami objawy ,,0strego brzucha”, zaparcia, zaburzenia potykania, uczucie sytosci czy
anemia. Niewielkie zmiany niestety dlugo pozostaja bezobjawowe, a wykrywane sg
przypadkowo np. podczas badania endoskopowego, badania radiologicznego, czy w czasie
zabiegu operacyjnego wykonanego z innego powodu. Dotychczasowa diagnostyka
nowotworéw GIST opiera si¢ glownie na badaniach obrazowych, tj.: tomografia
komputerowa, czy rezonans magnetyczny, oraz badaniach mikroskopowych pobranych
wycinkdw guza. Radykalne leczenie chirurgiczne na chwile obecng jest najbardziej
skuteczng metodg leczenia GIST. W leczeniu farmakologicznym stosuje si¢
drobnoczasteczkowe inhibitory kinazy tyrozynowej. Lekiem pierwszego rzutu zwykle jest
imatynib [26], jednak coraz czgéciej wystgpuje oporno$¢ guza na zastosowang
farmakoterapi¢ i dochodzi wowczas do progresji nowotworu. Dlatego tez, gtdownym celem
badan opisanych w publikacji H2 bylo o0znaczenie oraz poroéwnanie profili
metabolomicznych ekstraktow guza pochodzacych =z trzech mysich modeli
ksenograficznych GIST charakteryzujacych si¢ roznymi mutacjami genu KIT. Niecelowane

analizy metabolomiczne przeprowadzono z wykorzystaniem techniki GC-MS oraz jedno-
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i wielowymiarowych analiz statystycznych. Zaobserwowane réznice w profilach

metabolomicznych dla poréwnywanych modeli GIST przedstawiono w ponizszych

Tabelach (Tabela 2-4).

Tabela 2. Istotne statystycznie roznice w profilach metabolomicznych guzéw GIST: model

M1 (mutacja p.K588, ekson 11) vs model M2 (mutacja p.557, ekson 11).

METABOLIT CZAS SKORYGOWANY | VIP KIERUNEK ZMIANY W
RETENCJI POZIOM POROWNYWANYCH
ISTOTNOSCI (pBH MODELACH
FDR) (M1 vs M2)
Kwas fenylooctowy 21.6 0.017 1.8 Wozrost
3-Metylo-2-fenyloindol 10.8 0.001 1.7 Wozrost
Aldehyd benzoesowy 7.4 0.010 1.6 Wozrost
Kwas-3-fenylomlekowy 12.4 0.017 1.6 Wzrost
Butyrylokarnityna 11.2 0.013 15 Wzrost
Kwas oleopalmitynowy 10.7 0.019 15 Wzrost
Kwas asparaginowy 15.1 0.011 15 Wzrost
Laktoza 155 0.016 15 Wzrost
Kwas — 2-hydroksykapronowy 11.9 0.011 15 Wzrost
Kwas mlekowy 7.0 0.011 15 Wzrost
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Tabela 3. Istotne statystycznie roznice w profilach metabolomicznych guzéw GIST: model

M1 (mutacja p.K588, ekson 11) vs model M3 (mutacja p.K642E, ekson 13).

METABOLIT CZAS SKORYGOWANY | VIP | KIERUNEK ZMIANY W
RETENCJI POZIOM POROWNYWANYCH
ISTOTNOSCI (pBH MODELACH
FDR) (M1 vs M3)
Kwas-3-ureidopropanowy 13.9 0.00006 1.7 Spadek
Arabitol 16.4 0.0007 1.6 Wzrost
Kwas a-ketoglutarowy 14.9 0.0007 1.6 Wzrost
Kwas malonowy 9.5 0.0004 1.5 Wzrost
Kwas asparaginowy 15.1 0.001 15 Wzrost
Kwas-2-hydroksykapronowy 11.9 0.0009 1.5 Wzrost
Butyrylokarnityna 11.25 0.0004 15 Wzrost
Kwas-3-fenylomlekowy 12.4 0.001 15 Wzrost

Tabela 4. Istotne statystycznie réznice w profilach metabolomicznych guzoéw GIST: model

M2 (mutacja p.K557, ekson 11) vs model M3 (mutacja p.K642E, ekson 13).

METABOLIT CZAS SKORYGOWANY | VIP KIERUNEK ZMIANY W
RETENCJI POZIOM POROWNYWANYCH
ISTOTNOSCI (pBH MODELACH
FDR) (M2 vs M3)
Kwas stearynowy 13.9 0.031 2.2 Spadek
Kwas malonowy 17.5 0.008 2.0 Spadek
Kwas fenylooctowy 8.1 0.008 2.0 Spadek
Acrabilol 16.4 0.008 2.0 Wzrost
Kwas- 1-metylomoczowy 154 0.025 1.9 Wzrost
Cysteina 13.2 0.025 1.8 Wozrost
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Otrzymane wyniki wskazuja, ze rézne typy mutacji w badanych modelach mysich
GIST, maja odzwierciedlenie w profilach metabolomicznych guza. Interpretacja
biochemiczna zaobserwowanych roznic metabolicznych pozwolita na oceng szlakow
metabolicznych, ktére zmieniajg si¢ w odpowiedzi na mutacje genu KIT (Rycina 5
Publikacja H2).

W badanych ksenografach modeli mysich zaobserwowano zwigkszong aktywnosc¢
procesu glikolizy, glutaminolizy oraz zmieniony metabolizm lipidow, jako
charakterystyczne cechy metabolizmu tkanki GIST. Te zmiany metaboliczne
prawdopodobnie odpowiadajg za przezycie komorek nowotworowych, ich wzrost oraz
proliferacj¢. Ponadto, aktywacja lub inhibicja enzymow regulujacych zmienione szlaki
biochemiczne moze by¢ przydatna w zaproponowaniu nowych strategii terapeutycznych
GIST. Przeprowadzone badanie jest pierwszym dostepnym w literaturze naukowe;j, ktore
opisuje zmiany metaboliczne charakterystyczne dla tkanki guza z r6znymi mutacjami genu
KIT. Zaproponowane podejscie metabolomiczne jest punktem wyjscia do dalszych badan,
majacych na celu oceng zmian metabolicznych guzéw leczonych. Niecelowane analizy
metabolomiczne stanowig uzyteczne narz¢dzie do wyjasnienia patofizjologii GIST, oceny
odpowiedzi metabolicznej na zastosowang farmakoterapi¢ oraz poszukiwania nowych

celow terapeutycznych.

Nadci$nienie tetnicze (NT) dotyczy okoto 30% osob dorostych na calym $wiecie [27].
U co najmniej 10% leczonych pacjentow obserwuje si¢ wystgpowanie 0pOrnego
na farmakoterapie nadcisnienia tetniczego (ONT) [28]. Ci$nienie krwi U tych pacjentéw
pozostaje wysokie pomimo zastosowanego leczenia (co najmniej trzy leki hipotensyjne
w najlepiej tolerowanych dawkach, z ktorych jeden jest zwykle lekiem moczopednym)
[29,30]. Niekontrolowane nadci$nienie jest gldbwnym czynnikiem ryzyka schorzen uktadu
sercowo-naczyniowego, tj.: choroba niedokrwienna serca, choroba naczyh mézgowych,
czy niewydolnos¢ serca. Ryzyko sercowo-naczyniowe jest nawet o 50% wyzsze
u pacjentéw z ONT niz u pacjentéw z dobrze kontrolowanym NT [31]. Swiadczy to o tym,
ze ONT stanowi powazny problem zdrowia publicznego i podkresla potrzebe prowadzenia
dalszych badan majgcych na celu wyjasnienie jego patogenezy oraz zaproponowanie
nowych celow terapeutycznych. W zwigzku z tym, celem badan opisanych w publikacji
H4, byta ocena profili metabolomicznych probek osocza pacjentow z ONT (n=69)
w porownaniu do pacjentow z kontrolowanym NT (n=81) za pomoca techniki HPLC-

TOF/MS, w trybie jonow dodatnich i ujemnych. Porownywane grupy pacjentow dobrano
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pod wzglgdem wieku (57,7 £ 12,7 u ONT 158,2 + 11,3 lat u NT) i wskaznika masy ciala
(30,4+£4,7131,3+5,1 kg/m2, odpowiednio u ONT i NT). ONT zdefiniowano jako ci$nienie
krwi powyzej SBP > 140 i/lub DBP > 90 mmHg pomimo stosowania co najmniej 3 lekow
hipotensyjnych roznych klas, w tym moczopednego [30]. Cisnienie krwi mierzono
za pomoca 24-godzinnego ambulatoryjnego aparatu monitorujacego (ang. 24-hours
ambulatory blood pressure monitoring, ABPM). Dodatkowo, aby potwierdzi¢
przestrzeganie przez pacjentéw zalecen dotyczacych przyjmowania lekéw hipotensyjnych,
poziomy wybranych lekow i ich metabolitow oceniono w probkach osocza za pomoca
techniki HPLC-TOF/MS. Uzyskane wyniki nie wykazaly statystycznie istotnych réznic
w stosowaniu lekéw hipotensyjnych w porownywanych grupach (Tabela 3 Publikacja
H4). Oznacza to, ze w obu poréwnywanych grupach pacjenci w podobny sposob
przestrzegali zalecen terapeutycznych, co wyklucza fakt, ze wystgpujace zmiany
metaboliczne sg zwigzane z brakiem przyjmowania lekow przez pacjentow z ONT.
Zaobserwowane roznice w profilach metabolomicznych osocza pacjentow z ONT
w poréwnaniu do pacjentoéw z kontrolowanym NT dotyczg gldwnie metabolizmu lipidow,
aminokwasow oraz puryn. Interpretacja biochemiczna zmienionych szlakow
metabolicznych zostala przedstawiona na Rycinie 4. Zaobserwowane zmiany metaboliczne
zwigzane sg z procesami takimi jak: dysfunkcja srodblonka, zwezenie naczyn, proliferacja
komorek, stres oksydacyjny oraz stany zapalny. Przeprowadzone badanie jest jednym
z pierwszych w zakresie zastosowania niecelowanych analiz metabolomicznych,
a uzyskane wyniki pozwolity na poszerzenie wiedzy na temat patogenezy, wczesniejszego

rozpoznania oraz leczenia ONT.
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Rycina 4. Interpretacja szlakow biochemicznych i zmian metabolicznych

zaobserwowanych u pacjentoéw z ONT.

Kolejne, przeprowadzone w ramach osiggniecia habilitacyjnego, badania réwniez
dotyczyty rzadkiego schorzenia kardiologicznego, jakim jest wczesne starzenie naczyn
(ang. early vascular aging, EVA). EVA definiuje si¢ jako stan przyspieszonego starzenia
si¢ naczyn, ktorego nic mozna wyjasni¢ wylgcznie wedlug wicku metrykalnego [32].
Szybko$¢ fali t¢tna tetnicy szyjnej i udowej (ang. carotid-femoral pulse wave velocity,
cfPWV) jest powszechnie akceptowanym ztotym standardem do oceny sztywnosci tgtnic
w praktyce klinicznej [33]. Zwigkszona szybkos$¢ fali tetna (PWV) jest niezaleznym
i silnym predyktorem chordb sercowo-naczyniowych, zarowno w populacji ogdlnej, jak
i u os6b z nadci$nieniem tetniczym [34,35]. Wedlug Europejskiego Towarzystwa
Nadci$nienia Tg¢tniczego (ang. European Society of Hypertension, ESH) wartosci cfPWV
>10 m/s wskazujag na subkliniczne uszkodzenia narzadowe [36]. Jednak w praktyce
klinicznej, EVA jest czesto diagnozowane u 0s6b mtodszych, u ktorych wartosci cfPWV sg
nizsze niz 10 m/s. Koncepcja EVA zyskuje ostatnio coraz wigksze uznanie kliniczne, jako
narzg¢dzie do skutecznej identyfikacji osob z nadci$nieniem tetniczym, u ktorych wystepuje
zwiekszone ryzyko wystgpienia niepozadanych powiktan sercowo-naczyniowych [37-39].
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Niewykluczone, ze wykrycie wskaznikow diagnostycznych EVA, jeszcze przed
wystgpieniem petnej manifestacji klinicznej, moze potencjalnie pozwoli¢ na identyfikacje¢
pacjentow zagrozonych uszkodzeniem tetnic i na natychmiastowe podjecie interwencji
klinicznej w celu ograniczenia ryzyka sercowo-naczyniowego. Procesy patofizjologiczne
lezace u podstaw rozwoju EVA u pacjentdw z nadci$nieniem te¢tniczym, nadal jednak
pozostaja niewyjasnione i mogg obejmowac zlozone interakcje pomiedzy ci$nieniem krwi
a innymi czynnikami ryzyka sercowo-naczyniowego. Dlatego tez, celem
przeprowadzonych badan (publikacja H5) byta ocena profili metabolomicznych osocza.
Zostala ona przeprowadzona w grupie pacjentow z nadci$nieniem tetniczym oraz z EVA
(n=79) lub bez EVA (n=73). Do oznaczen analitycznych wykorzystano technik¢ HPLC-
TOF/MS w trybie jonéw dodatnich i ujemnych. Grupy badane zostaly dobrane pod
wzgledem wieku (44,0 + 14,8 vs 43,0 = 13,5, p = 0,652), wskaznika masy ciata (28,9 + 4,0
vs 28,6 £ 4,7, p = 0,662) oraz pici (73 vs 76% mezczyzn, p = 0,637). W porownywanych
grupach nie zaobserwowano roéwniez znaczacej roznicy w czestotliwosci aktywnego
palenia tytoniu, cukrzycy typu 2, chorob ukfadu krazenia (ang. cardiovascular disease,
CVD), czy zastosowanej farmakoterapii (antagonisci kanatow wapniowych, leki beta-
adrenolityczne, diuretyki). Zaawansowana metoda statystyczna, oparta na zalozeniu
regularyzacji: regresja LASSO (ang. Least Absolute Shrinkage and Selection Operator)
zostala zastosowana do selekcji metabolitow o najwigkszym potencjale klasyfikacyjnym
pacjentow z EVA 1 bez EVA. Powtarzalno$¢ wynikéw oceniono za pomocg procedury
bootstrap polegajacej na ponownym probkowaniu [40]. Na tej podstawie
wyselekcjonowano 4 lizofosfatydylocholiny: LPC (16:0), LPC (18:0), LPC (18:1) oraz LPC
(18:2), ktérych poziomy byly istotnie obnizone u pacjentow z EVA. Dla wybranych
metabolitow przeprowadzono réwniez analize¢ korelacji z parametrami klinicznymi oraz
nienadzorowang hierarchiczng analiz¢ klasterowg (Rycina 5). Chociaz wcze$nic]
wykazano, ze lizofosfatydylocholiny sa dodatnio skorelowane ze stanem zapalnym
i miazdzycg, w przeprowadzonym badaniu (publikacja H5) pacjenci z nadci$nieniem
tetniczym, u  ktérych  zaobserwowano  obnizone poziomy  czterech  ww.
lizofosfatydylocholin, mieli 3,8 razy wigksze ryzyko rozwoju EVA (OR = 3,8, 95% CI 1,7—
8,5, p < 0,001). Uzyskane wyniki sugeruja, ze lizofosfatydylocholiny sa potencjalnymi
kandydatami do dalszej oceny oraz walidacji jako predyktory EVA u pacjentow
z nadci$nieniem tetniczym. Ponadto, podejscie metabolomiczne moze przyczynic si¢ do
identyfikacji nowych celow terapeutycznych prowadzacych do spowolnienia procesu EVA

oraz personalizacji leczenia.
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Rycina 5. Wyniki analizy korelacji oraz klastrowej analizy hierarchicznej u pacjentow

z EVA.

W oparciu o wyniki badan opisanych w publikacjach H4 i H5, ktore dotyczyty
niecelowanych analiz metabolomicznych probek osocza, opracowano nowa procedurg ich
przygotowania. Bialka osocza Kkrwi zapewniajag Srodowisko do transportu glownie
metabolitow hydrofobowych. Sprawny transport i dystrybucje zwigzkow hydrofobowych
W 0Soczu in Vvivo uzyskuje si¢ poprzez ich interakcj¢ z biatkami, ktore wiaza je jako
substraty, produkty, kofaktory i ligandy dzigki stosunkowo silnym oddziatywaniom
biatkowo-hydrofobowym [41]. Albumina, glowne biatko osocza, oprocz utrzymywania

ci$nienia osmotycznego, petni rowniez rol¢ no$nika hormondéw hydrofobowych, kwasow

21



thuszczowych i lipidow oraz wiaze substancje toksyczne i leki [42]. Ponadto, lipoproteiny
reguluja specyficzny transport cholesterolu i fosfolipidow. Obecnie najczgsciej stosowana
procedura przygotowania probek osocza w niecelowanych analizach metabolomicznych
polega na natychmiastowym wytracaniu bialek za pomoca jednego lub mieszaniny kilku
rozpuszczalnikow organicznych, a tym samym prowadzi do wspoélstracania metabolitow
endogennych oraz egzogennych zwigzanych z bialkami osocza. W badaniach
przeprowadzonych w ramach osiggnigcia habilitacyjnego (publikacja H3) opracowano
I zaproponowano nowg, nieskomplikowang procedure przygotowania probek osocza, ktora
minimalizuje ryzyko wspolstracania oraz poprawia zakres oznaczanych metabolitow
(wigksze procentowe pokrycie metabolomu). Wprowadzenie dodatkowego, krotkiego,
etapu poprzedzajacego stracanie biatek osocza, czyli ograniczonego trawienia proteinazg K
(ang. proteinase K, PK), umozliwia uwolnienie zwigzanych z natywnymi biatkami
metabolitow, poprzez relaksacje¢ ich trzeciorzedowej struktury. PK jest dobrze znanym
enzymem proteolitycznym, nalezacym do klasy proteaz serynowych wytwarzanym przez
Tritirachium album [43]. Enzym ten posiada szeroka specyficzno$¢ przerwania wigzania
peptydowego przy grupie karboksylowej, alifatycznej i aromatycznej aminokwasoéw, co
stanowi uzyteczng cech¢ do trawienia bialek w probkach biologicznych [44]. PK jest
aktywna w szerokim zakresie pH (4,3-12,0), a jej kofaktorem sg jony wapnia [44].
Maksymalng aktywno$¢ enzymu obserwuje si¢ w temperaturze 37°C. Szczegdlowa
procedura przygotowania probek osocza z uzyciem PK oraz jej pordwnanie z klasyczng
metodg odbialczania zostaly przedstawione na Rycinie 6. Opisano takze charakterystyke
chemiczng metabolitow, ktorych zmierzone poziomy w probkach osocza byly znaczaco
wyzsze po zastosowaniu PK lub byly oznaczane tylko w przypadku zastosowania nowo
zaproponowanej procedury (Rycina 6, Publikacja H3). Jak wykazano w niniejszej pracy,
prosta modyfikacja klasycznej procedury przygotowania probek pozwala na uwalnianie
metabolitow zwigzanych z biatkami osocza, co skutkuje znacznym zwickszeniem liczby
oznaczanych metabolitow (glownie lipidow, hormonow, kwasow tluszczowych
i zotciowych czy aminokwasow aromatycznych) oraz granicy ich wykrywalnos$ci (ang. limit
of detection, LOD). Wymienione metabolity biorg udzial gidéwnie w anabolicznych
i katabolicznych procesach komoérkowych, co moze pozwoli¢ na poszerzenie wiedzy
0 patogenezie wielu stanow patofizjologicznych, takich jak choroby nowotworowe czy
sercowo-naczyniowe. Zaproponowana koncepcja przygotowania probek osocza oraz jej

pionierskie zastosowanie w niecelowanych analizach metabolomicznych, cieszy si¢ duzym
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zainteresowaniem w §rodowisku naukowym na catym $wiecie, o czym §wiadczy wysoka

liczba cytowan monografii.
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Rycina 6. Poréwnywane procedury przygotowania probek osocza do niecelowanych analiz

metabolomicznych. A- klasyczna, B- z proteinazg K.

W ramach osiagnigcia habilitacyjnego przeprowadzono réwniez niecelowane analizy
metaboliczne probek moczu w populacji pediatrycznej z wrodzong dysplazja nerek
(Publikacja H6). Dysplazja nerek jest cigzka wrodzong wada migzszu nerki, ktora czesto
prowadzi do schytkowej niewydolno$ci nerek nie tylko w wieku dziecigcym, ale czesto tez
we wezesnym zyciu dorostym [45]. Rozpoznanie dysplazji nerek opiera si¢ na prenatalnych
lub postnatalnych badaniach ultrasonograficznych u dzieci. Schorzenie to nie wykazuje
zadnych specyficznych objawow klinicznych przed rozwinigciem si¢ przewlektej choroby
nerek. Wczesna diagnoza jest bardzo istotna z punktu widzenia jak najszybszego wdrozenia
terapii nefroprotekcyjnej oraz moze zapewni¢ lepsze dlugoterminowe rokowanie dla

pacjentow. Dlatego tez, w przeprowadzonych badaniach zastosowano niecelowane
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podejscie metabolomiczne, aby kompleksowo oceni¢ zmiany w szlakach biochemicznych
oraz zaproponowa¢ wczesne wskazniki utatwiajace diagnoze dysplazji nerek. Do badania
wlgczono 72 dzieci, w tym 39 z nerkami dysplastycznymi i 33 dzieci zdrowych. Profile
metabolomiczne moczu zostaly oznaczone za pomocg komplementarnych technik
analitycznych tj.. GC-MS oraz HPLC-TOF/MS w trybie jondw dodatnich i ujemnych.
W przypadku techniki HPLC-TOF/MS oznaczenia analityczne zostaly dodatkowo
przeprowadzone z zastosowaniem dwoch kolumn chromatograficznych: RP oraz HILIC.
Zastosowane jedno- oraz wielowymiarowe testy statystyczne pozwolily wyselekcjonowaé
19 metabolitow, ktore roznicowaly porownywane grupy niezaleznie od wartosci
wspoélczynnika przesgczania kiebuszkowego. Zaobserwowano obnizone poziomy siedmiu
acylokarnityn, ksantyny oraz glutaminy w moczu pacjentoéw z dysplazja nerek
w porownaniu z grupg kontrolng. Z kolei poziomy dimetyloguanozyny, kwasu treonowego
oraz kwasu glicerynowego byty podwyzszone w przypadku dzieci z dysplazja nerek.
Wymienione wyzej metabolity pochodzg ze szlakow biochemicznych zwigzanych
z utlenianiem kwasow tluszczowych, metabolizmem aminokwasow oraz puryn (Ryciny 4
i 5, Publikacja H6). Wedlug dostepnej literatury naukowej, jest to pierwsze badanie
wykorzystujace niecelowane podejscie metabolomiczne, ktore pozwolito na kompleksowa
charakterystyke metaboliczng moczu w populacji pediatrycznej z wrodzong dysplazja

nerek, niezaleznie od funkcji czynnosciowej nerek.
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WNIOSKI KONCOWE I POTENCJALNE WYKORZYSTANIE WYNIKOW

Najwazniejsze wyniki i wnioski wynikajace z badan przeprowadzonych w ramach

osiggnigcia habilitacyjnego to:

1.

Niecelowane analizy metabolomiczne probek biologicznych stanowia uzyteczne
narzedzie badawcze do oceny rzadkich stanéw patofizjologicznych pod katem nowych

wskaznikow diagnostycznych oraz celow terapeutycznych.

Nowotwory podscieliskowe przewodu pokarmowego wywotane r6znymi mutacji genu
KIT charakteryzuja si¢ odmiennymi profilami metabolomicznymi tkanki guza.
W badanych ksenografach modeli mysich zaobserwowano zwigkszong aktywnos¢
w obrebie procesu glikolizy, glutaminolizy oraz zmieniony metabolizm lipidow, ktore
potencjalnie sg zaangazowane w przezycie komorek nowotworowych, ich wzrost oraz

proliferacje.

Profile metabolomiczne probek osocza pacjentdow z opornym na farmakoterapie
nadci$nieniem tetniczym charakteryzuja si¢ zmienionym metabolizmem lipidow,
aminokwasow oraz puryn, ktore zwigzane sg z procesami takimi jak: dysfunkcja
srodblonka, zwezenie naczyn, proliferacja komorek, stres oksydacyjny oraz stan

zapalny.

U pacjentow z nadci$nieniem tetniczym, u ktorych zaobserwowano obnizone poziomy
czterech lizofosfatydylocholin [(LPC (16:0), LPC (18:0), LPC (18:1), LPC (18:2)]

stwierdzono 3,8 razy wigksze ryzyko rozwoju wczesnego starzenia naczyn.

Nowa procedura przygotowania probek osocza do niecelowanych analiz
metabolomicznych, z wykorzystaniem proteinazy K, pozwala na uwalnianie
metabolitow zwigzanych z biatkami osocza, co skutkuje znacznym zwickszeniem
liczby oznaczanych analitow, glownie lipidow, hormondw, kwaséw tluszczowych

1 zolciowych oraz aminokwasdw aromatycznych, a takze granicy wykrywalno$ci.
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6.

W profilach metabolomicznych probek moczu pochodzacych od dzieci z wrodzong
dysplazja nerek zaobserwowano zmieniony poziom 19 metabolitow w poroOwnaniu
z grupg kontrolng. Metabolity te pochodza ze szlakow biochemicznych zwigzanych
z utlenianiem kwasow thiszczowych, metabolizmem aminokwaséw oraz zwigzkow

purynowych.

Wyniki uzyskane w przeprowadzonych w ramach osiggnigcia habilitacyjnego badaniach

naukowych moga by¢ wykorzystane 1 wpisujg si¢ w nastepujace kierunki badawcze:

Ocena wczesnych, specyficznych 1 czulych wskaznikow diagnostycznych rzadkich
schorzen patofizjologicznych o niewyjasnionym patomechanizmie, a czgsto
rozwijajacych si¢ bezobjawowo;

Badanie odpowiedzi metabolicznej na zastosowang farmakoterapie;

Ocena metabolomiczna przyczyn opornosci ha leczenie i zaproponowanie nowych
strategii terapeutycznych;

Oznaczenia analityczne aktywnej farmakologicznie frakcji wolnej substancji czynnych.
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5.

Informacja o wykazywaniu si¢ istotna aktywnoscia naukowa albo artystyczna
realizowang w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury,
w szczegolnosci zagranicznej.

Przed uzyskaniem stopnia doktora nauk farmaceutycznych

Prac¢ naukowa rozpoczetam podczas dziennych studiow doktoranckich
na Wydziale Farmaceutycznym Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera
w Bydgoszczy Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu. Podczas studiow
doktoranckich zostalam zatrudniona na stanowisku asystenta w Katedrze 1 Zakladzie
Toksykologii, Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy,
Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu. Bylam rowniez wykonawca w projekcie
naukowym finansowanym przez Narodowe Centrum Nauki (2013-2016) pt.: ,,Profile
metaboliczne srodkéw uzalezniajagcych w wodach sciekowych na przykladzie kokainy,
jako metoda szacowania spozycia narkotykow w Polsce” (NN 405622 638). Efektami
realizacji projektu naukowego sg 2 publikacje naukowe:

1) Bujak R., Gadzata-Kopciuch R., Nowaczyk A., Raczak-Gutknecht J., Kordalewska
M., Struck-Lewicka W., Markuszewski M.J., Buszewski B. Selective determination of
cocaine and its metabolite benzoylecgonine in environmental samples by newly
developed sorbent materials. Talanta, 2016, 146:401.

2) Bujak R., Gadzata-Kopciuch R., Nowaczyk A., Raczak-Gutknecht J., Kordalewska
M., Struck-Lewicka W., Waszczuk-Jankowska M., Tomczak E., Kaliszan M.,
Buszewski B., Markuszewski M.J. New sorbent materials for selective extraction of
cocaine and benzoylecgonine from human urine samples. J Pharm Biomed Anal, 2016,
120:397.

Podczas studiow doktoranckich odbylam 2 staze naukowe: dwumiesi¢czny
w Katedrze Chemii Analitycznej Wydziatu Chemii Inzynieryjnej oraz Technologii
na Uniwersytecie w Zagrzebiu, pod kierunkiem prof. Alki Horvat oraz roczny w Centre
of Metabolomics and Bioanalysis (CEMBIO) Uniwersytetu San Pablo CEU
w Madrycie, pod kierunkiem prof. Coral Barbas. Odbyte staze pozwolity na zdobycie
wiedzy oraz umiejetnosci praktycznych z zakresu technik chromatograficznych
sprzezonych ze spektrometria mas (LC-MS oraz GC-MS) ze szczegdlnym
uwzglednieniem ich zastosowan w niecelowanych analizach metabolomicznych probek
biologicznych. Efektami wspotpracy w ramach odbytych stazy naukowych sg
2 publikacje naukowe:

1) Bujak R., Garcia-Alvarez A., Ruperez F.J., Nuno-Ayala M., Garcia A., Ruiz-Cabello

J., Fuster V., Ibanez B., Barbas C. Metabolomics reveals metabolite changes in acute
pulmonary embolism. J of Proteome Res., 2014, 13 (2): 805-816.
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b)

2)  Navarrete A., Armitage E.G., Musteanu M., Gracia A., Mastrangelo A., Bujak
R., Lopez-Casas P.P.., Hidalgo M., Barbas C. Metabolomic evaluation of Mitomycin
C and rapamycin in a personalized treatment of pancreatic cancer. Pharmacol. Res.
Perspect., 2014, 2 (6), art. e00067:1-12.

Po rocznym stazu naukowym w Centre of Metabolomics and Bioanalysis
(CEMBIO) Uniwersytetu San Pablo CEU w Madrycie zostalam zatrudniona
na stanowisku asystenta naukowego w Zakladzie Biofarmacji i Farmakokinetyki
Katedry Biofarmacji i Farmakodynamiki Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego
w ramach realizacji projektu naukowego finansowanego przez Narodowe Centrum
Nauki
w ramach konkursu SONATA BIS pt.: ,Identyfikacja nowych biomarkeréw stanow
patofizjologicznych na  podstawie oznaczanych profili  metabolomicznych
i bioinformatycznie zintegrowanego podejsScia systemowego” (2012/07/E/NZ7/ 04411).
W ramach kontynuacji wspolpracy z Centre of Metabolomics and Bioanalysis
(CEMBIO) Uniwersytetu San Pablo CEU w Madrycie, ponownie odbytam
6-tygodniowy staz naukowy, Sfinansowany ze $rodkow KNOW Wydziatu
Farmaceutycznego z Odzialem Medycyny Laboratoryjnej Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego (09.11.2013-19.12.2013). W latach 2014-2015 kierowatam projektem
naukowym finansowanym przez Narodowe Centrum Nauki w ramach konkursu
PRELUDIUM 7 pt.: ,Niecelowana analiza metabolicznych ,,0dciskéw palca”
w probkach osocza u 0s6b z nadci$nieniem ptucnym z wykorzystaniem chromatografii
gazowej i cieczowej sprzezonych ze spektrometrig mas” (2014/13/N/NZ7/ 04231).
17 kwietnia 2015r. uzyskatam z wyrdznieniem tytul doktora nauk farmaceutycznych
nadany przez Wydziat Farmaceutyczny z OML Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego.
Promotorem pracy doktorskiej byt prof. dr hab. n. farm. Michat Jan Markuszewski,
a funkcj¢ kopromotora pehita prof. Coral Barbas z Centre of Metabolomics and
Bioanalysis (CEMBIO) Uniwersytetu San Pablo CEU w Madrycie.

Po uzyskaniu stopnia doktora nauk farmaceutycznych

Po uzyskaniu stopnia doktora nauk farmaceutycznych kontynuowatam realizacj¢
projektu naukowego PRELUDIUM jako kierownik oraz projektu SONATA BIS jako
wykonawca. Zadania badawcze powyzszych projektow naukowych byly realizowane
we wspolpracy zarowno z o$rodkami zagranicznymi:

a) Centre of Metabolomics and Bioanalysis (CEMBIO) Uniwersytetu San Pablo CEU
w Madrycie,

b) Spanish National Center for Cardiovascular Research w Madrycie,

c) Laboratory of Experimental Oncology Uniwersytetu Katolickiego w Lowanium,

d) Groupe de RMN Biomédicale, Uniwersytetu Paul Sabatier w Tuluzie.
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oraz osrodkami krajowymi:

a)
b)

c)
d)

e)

Katedra i Klinikg Urologii Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego,

Centrum Nauk Biologiczno-Chemicznych  Warszawskiego — Uniwersytetu
Medycznego,

Centrum Medycyny Rodzinnej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego,

Katedrag i Zakladem Biochemii Farmaceutycznej Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego,

Katedrg Farmakodynamiki i Farmakologii Molekularnej, Wydziat
Farmaceutyczny, Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy
Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu,

Zaktadem Biomaterialow 1 Fizyki Medycznej, Instytut Fizyki Doswiadczalnej,
Wydzial Matematyki, Fizyki 1 Informatyki, Uniwersytet Gdanski.

Efektami realizacji powyzszych projektow naukowych jest 10 publikacji naukowych:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Bujak R., Mateo J., Blanco I., Izquierdo-Garcia J.L., Dudzik D., Markuszewski
M.J., Peinado V.I., Laclaustra M., Barbera J.A., Barbas C., Ruiz Cabello J. New
Biochemical Insights into the Mechanisms of Pulmonary Arterial Hypertension
inHumans. PLoS ONE, 2016, 11(8): e0160505.
doi:10.1371/journal.pone.0160505b)

Bujak R., Daghir-Wojtkowiak E., Kaliszan R., Markuszewski M.J. PLS-Based and
Regularization-Based Methods for the Selection of Relevant Variables in Non-
targeted Metabolomics Data. Front. Mol. Biosci. 2016, 3:35. doi:
10.3389/fmolb.2016.00035

Wawrzyniak R., Wozniak A., Gebreyohannes Y.K., Dykcik B., Schoffski P.,
Markuszewski M.J. Volatile organic compounds in gastrointestinal stromal tumour
tissue originating from patient-derived xenografts. J Breath Res. 2017, 11. DOI:
10.1088/1752-7163/aa6d87

Yumba Mpanga A., Siluk D., Jacyna J., Szerkus O., Wawrzyniak R.,
Markuszewski M., Matuszewski M., Kaliszan R., Markuszewski M.J. Targeted
metabolomics in bladder cancer: From analytical methods development and
validation towards application to clinical samples. Anal Chim Acta. 2018, 1037:188.
DOI: 10.1016/j.aca.2018.01.055

Jacyna J., Wawrzyniak R., Balayssac S., Gilard V., Malet-Martino M., Sawicka A.,
Kordalewska M., Nowicki L., Kurek E., Bulska E., Patejko M., Markuszewski M.,
Gutknecht P., Matuszewski M., Siebert J., et al.: Urinary metabolomic signature of
muscle-invasive bladder cancer: A multiplatform approach. Talanta. 2019, 202:572.
DOI: 10.1016/j.talanta.2019.05.039

Kordalewska M., Macioszek S., Wawrzyniak R., Sikorska-Wisniewska M.,
Sledzinski T., Chmielewski M., Mika A., Markuszewski M.J. Multiplatform
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metabolomics provides insight into the molecular basis of chronic kidney disease. J
Chromatogr B. 2019, 1117:49. DOI: 10.1016/j.jchromb.2019.04.003

7) Yumba-Mpanga A., Struck-Lewicka W., Wawrzyniak R., Markuszewski M.,
Roslan M., Kaliszan R., Markuszewski M.J. Metabolomic Heterogeneity of
Urogenital Tract Cancers Analyzed by Complementary Chromatographic
Techniques Coupled with Mass Spectrometry. Curr Med Chem. 2017, 26:216. DOI:
10.2174/0929867324666171006150326

8) Struck-Lewicka W., Wawrzyniak R., Artymowicz M., Kordalewska M.,
Markuszewski M., Matuszewski M., Gutknecht P., Siebert J., Markuszewski M.J.
GC-MS-based untargeted metabolomics of plasma and urine to evaluate metabolic
changes in prostate cancer. J Breath Res. 2020, 14:047103. DOI: 10.1088/1752-
7163/abaeca

9) Lewkowicz A., Bogdanowicz R., Bojarski P., Pierpaoli M., Gryczynski 1., Synak
A., Monka M., Karczewski J., Struck-Lewicka W., Wawrzyniak R., Markuszewski
M.J. The Luminescence of 1,8-Diazafluoren-9-One/Titanium Dioxide Composite
Thin Films for Optical Application. Materials. 2020, 13:3014. DOI:
10.3390/mal3133014

10) Luczykowski K., Warmuzinska N., Operacz S., Stryjak 1., Bogusiewicz J., Jacyna
J., Wawrzyniak R., Struck-Lewicka W., Markuszewski M.J., Bojko B. Metabolic
Evaluation of Urine from Patients Diagnosed with High Grade (HG) Bladder Cancer
by SPME-LC-MS  Method. Molecules. 2021, 26: 2194. DOI:
10.3390/molecules26082194

Ponadto po uzyskaniu stopnia doktora bytam kierownikiem projektu naukowego
finansowanego przez Ministerstwo Nauki i Edukacji w ramach konkursu Iventus Plus 5
pt.: ,.Badanie mechanizméw oporno$ci na terapi¢ hipotensyjng z wykorzystaniem
niecelowanej i celowanej analizy metabolomicznej” (nr 0042/I1P1/2016/74). Projekt
realizowany byl we wspotpracy z:

a) Department of Laboratory Medicine and Pathology, Mayo Clinic, Rochester, MN,
United States,

b) Department of Clinical Sciences, Lund University, Malmo, Sweden,

c) Katedra Nadci$nienia Tgtniczego 1 Diabetologii Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego,

d) Katedrg i Zakltadem Biochemii Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego,

e) Katedrg i Zakladem Biologii i Botaniki Farmaceutycznej Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego.
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Wyniki badan przeprowadzonych w ramach realizacji powyzszego projektu naukowego
zostaly opublikowane w 3 artykutach naukowych:

1) Wawrzyniak R., Mpanga A.Y., Struck-Lewicka W., Kordalewska M., Polonis K.,
Patejko M., Mironiuk M., Szyndler A., Chrostowska M., Hoffmann M., Smolenski
R.T., Kaliszan R., Narkiewicz K., Markuszewski M.J. Untargeted Metabolomics
Provides Insight into the Mechanisms Underlying Resistant Hypertension. Curr
Med Chem. 2017, 26:232. DOI: 10.2174/0929867324666171006122656

2) Wawrzyniak R., Kosnowska A., Macioszek S., Bartoszewski R., Markuszewski
M.J. New plasma preparation approach to enrich metabolome coverage in
untargeted metabolomics: plasma protein bound hydrophobic metabolite release
with proteinase K. Sci Reports. 2018, 8:1. DOI: 10.1038/s41598-018-27983-0

3) Polonis K., Wawrzyniak R., Daghir-Wojtkowiak E., Szyndler A., Chrostowska M.,
Melander O., Hoffmann M., Kordalewska M., Raczak-Gutknecht J., Bartosifiska E.,
Kaliszan R., Narkiewicz K., Markuszewski M.J. Metabolomic signature of early
vascular aging (EVA) in hypertension. Front Mol Biosci. 2020, 7:12. DOI:
10.3389/fmolb.2020.00012/bibtex

Po wuzyskaniu stopnia doktora nauk farmaceutycznych kierowalam rowniez
projektem naukowym finansowanym w ramach programu Inicjatywa Doskonatosci —
Uczelnia Badawcza” Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego (Mlody Tworca Nauki,
664/529/61/71-1402) pt.: ,Ocena Kkorelacji parametrow Kklinicznych 1 zmian
metabolicznych w t¢tniczym nadci$nieniu plucnym”. Projekt realizowany byt we
wspolpracy z:

a) Klinikg Kardiologii i Elektroterapii Serca Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego,

b) Centrum Analiz Biostatystycznych i Bioinformatycznych Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego.

Wyniki przeprowadzonych badan zostaly opisane w 2 manuskryptach, zgtoszonych do
recenzji:

1) Wawrzyniak R., Biesemans M., Kugacka-Dabrowska A., Lewicka E., Bartoszewski
R., Markuszewski M.J. Plasma untargeted metabolomics with proteinase K discloses
phospholipid signature associated with pulmonary arterial hypertension. Scientific
Reports (w recenzji: Submission ID 6fbd5a8b-7al4-4cal-afff-4f3c8b03126¢).

2) Wawrzyniak R., Gresner P., Lewicka E., Macioszek S., Furga A., Zigba B.,
Markuszewski M.J., Dabrowska-Kugacka A. Metabolomics meets clinics: A
multivariate analysis of plasma and urine metabolic signatures in pulmonary arterial
hypertension. Journal of Proteome Research (w recenzji: Manuscript ID: pr-2023-
00255p).
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10.

Informacja o0  osiggnieciach  dydaktycznych, organizacyjnych  oraz

popularyzujacych nauke lub sztuke.

Prowadzona dzialalnos¢ dydaktyczna obejmuje:

Prowadzenie zaj¢é laboratoryjnych z przedmiotu Toksykologia dla studentéw 4 roku
kierunku Farmacja, Wydzial Farmaceutyczny Collegium Medicum im. Ludwika
Rydygiera w Bydgoszczy, Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu (od 2010-2012)

Prowadzenie ¢wiczen oraz seminariow z przedmiotu Farmakokinetyka dla studentow 4
roku kierunku Farmacja, Wydziat Farmaceutyczny Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego (od 2018)

Prowadzenie ¢wiczen z przedmiotu Biofarmacja dla studentow 5 roku kierunku
Farmacja, Wydziat Farmaceutyczny Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego (od 2018)

Prowadzenie seminariow z przedmiotu Farmakologia dla studentéw 4 roku kierunku
Analityka Medyczna, Wydzial Farmaceutyczny Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego (od 2019)

Prowadzenie ¢wiczen oraz seminariow z przedmiotu Farmakokinetyka i Biofarmacja
dla studentow 2 roku kierunku Przemyst Farmaceutyczny i Kosmetyczny, studia
IT stopnia, Wydziat Farmaceutyczny Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego (od 2019)

Prowadzenie zaj¢¢ fakultatywnych z przedmiotu Wytwarzanie produktéw leczniczych
dla studentow 2 roku kierunku Przemyst Farmaceutyczny i Kosmetyczny, studia
IT stopnia, Wydziat Farmaceutyczny Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego (od 2020)

Prowadzenie ¢wiczen z przedmiotu Farmakokinetyka i Biofarmacja dla uczestnikéw
studidéw podyplomowych kierunku Farmacja Przemystowa, studia II stopnia, Wydziat
Farmaceutyczny Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego (od 2020)

Prowadzenie ¢wiczen oraz seminariow z przedmiotu Pharmacokinetics dla studentéw
4 roku Kierunku Farmacja English Division (ED), Wydzial Farmaceutyczny
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego (od 2021)

Prowadzenie ¢wiczen z przedmiotu Biopharmaceutics dla studentow 5 roku kierunku
Farmacja English Division (ED), Wydzial Farmaceutyczny Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego (od 2021)

Prowadzenie ¢wiczen z przedmiotu Fundamentals of Pharmaceutical Practice II - case
studies dla studentow 5 roku kierunku Farmacja English Division (ED), Wydzial
Farmaceutyczny Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego (od 2022)
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11. Prowadzenie laboratoriow oraz seminariow z przedmiotu Omics in Drug Discovery dla
studentow programu International Master in Sustainable Drugs Discovery, Wydziat
Farmaceutyczny Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego (od 2023)

12. Pehienie funkcji opiekuna pracy magisterskiej, Wydziat Farmaceutyczny Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego (9 prac magisterskich; od 2015)

13. Petnienie funkcji promotora pomocniczego pracy doktorskiej:

- ,0cena zmian metabolicznych u chorych z rakiem nerki z wykorzystaniem
komplementarnych technik analitycznych i niecelowanej analizy metabolomicznej”
realizowanej w Zakladzie Biofarmacji 1 Farmakokinetyki Katedry Biofarmacji
1 Farmakodynamiki Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego (mgr Marta Kordalewska,
obrona pracy doktorskiej: 01.07.2020r.)

- ,,Kompleksowa charakterystyka, genomika porownawcza 1 profilowanie metaboliczne
wybranych gatunkéw z rodzaju Pektobakterium pod katem potencjalnych zastosowan
biomedycznych” realizowanej w Katedrze Mikrobiologii Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego (mgr Magdalena Smoktunowicz, przewidywany termin obrony pracy
doktorskiej: listopad 2023r.)

14. Kierownik Kkierunku International Master in Sustainable Drug Discovery od roku
akademickiego 2022/2023

B. Prowadzona dzialalno$§é organizacyjna obejmuje:

1. Czlonkostwo w Komitecie Organizacyjnym konferencji o zasiggu krajowym:
Metabolomic Circle 2015 (27-28.11.2015r., Gdansk)

2. Prowadzenie sesji tematycznej: Analityka Farmaceutyczna i Kliniczna w ramach
IX Polskiej Konferencji Chemii Analitycznej, (6-10.07.2015, Poznan)

3. Czlonkostwo w Wydzialowej Komisji Wyborczej Wydzialu Farmaceutycznego z OML
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego (2016-2020)

4. Pelienie funkcji sekretarza Komitetu Organizacyjnego konferencji o zasiegu
migdzynarodowym: 24th International Symposium of Electro-and Liquid Separation
Techniques (ITP2017, Sopot, 10-13.09.2017r.) oraz krajowym: XI Polska Konferencja
Chromatograficzna (Sopot, 10-13.09.2017r.)

5. Czlonkostwo w komisji rekrutacyjnej w konkursie na stypendyste oraz biostatystyka
w projekcie naukowym OPUS 20, pt.: ,, Poznanie nowych mechanizmow
1 konsekwencji wczesnego starzenia si¢ naczyn: rola najnowszych modyfikowalnych
czynnikoéw ryzyka kardiometabolicznego.” (2020/39/B/NZ5/03305).
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C.

7.

Prowadzona dzialalnos$¢ popularyzujaca nauke obejmuje:

1. Czlonkostwo w towarzystwach naukowych:
- Polskie Towarzystwo Spektrometrii Mas (od 2014)
- Gdanski Oddziat Polskiego Towarzystwa Farmaceutycznego (od 2014)
- Gdanskie Towarzystwo Naukowe (od 2017)
- Polskie Towarzystwo Metabolomiczne (od 2017)
w latach 2017-2021 cztonek Komisji Rewizyjne;j

2. Prowadzenie warsztatow szkoleniowych dotyczacych zastosowan metabolomiki
w badaniach biomedycznych we wspolpracy z firmami z obszaru chemii
analitycznej:

- Perlan Technologies (Gdynia, 13.10.2015r., Wroctaw, 5.11.2015r.)
- LECO Polska (Gdansk, 11.09.2017r.)

3. Prezentowanie wynikow prowadzonych badan na konferencjach o =zasiegu
miedzynarodowym oraz krajowym

Oprocz kwestii wymienionych w pkt. 1-6, wnioskodawca moze podaé¢ inne

informacje, wazne z jego punktu widzenia, dotyczace jego kariery zawodowej.

Nagrody i wyréznienia za prowadzong dzialalno$¢ naukowq i dydaktyczna:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Stypendium doktorskie dla pracownikow Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego
(2013r.)

Nagroda Rektora GUMed - Nagroda Dydaktyczna Zespolowa I-go Stopnia - za
szczegbdlne zaangazowanie w przygotowanie materialow dydaktycznych oraz poprawe
jakosci ksztalcenia (2014r.)

3 nagrody zespotowe za najlepsze prezentacje posterowe podczas konferencji o zasiegu
krajowym i mi¢dzynarodowym: 8th International Conference on Breath Analysis and
Cancer Diagnosis w Toruniu, 26 EuroMeeting DIA we Wiedniu oraz X Konferencja
Chromatograficzna w Lublinie (2014r.)

Nagroda Gdanskiego Towarzystwa Naukowego i1 Prezydenta Miasta Gdanska dla
miodych naukowcow, nagroda przyznana w dziedzinie nauk biologicznych
i medycznych za wyrdzniajaca si¢ rozprawe doktorskg (2015r.)

Travel grant przyznany przez Organizacj¢ CASSS w zwigzku z udziatem w 22nd
International Symposium on Electro-and Liquid Phase-Separation Techniques
(ITP2015), Helsinki, Finlandia (2015r.)

3 nagrody Rektora GUMed (2016r.):

- Nagroda Naukowa Zespotowa I-go Stopnia - za badania stuzace opracowaniu nowych
metod i procedur bioanalitycznych w metabolomice

- Nagroda Naukowa Indywidualna za Wyr6zniong Rozprawe Doktorska

- Nagroda Dydaktyczna Zespotowa I-go Stopnia - za opracowanie czterech rozdziatow
w ksigzkach uznanych miedzynarodowych wydawcoé6w naukowych

6 nagrod Rektora GUMed w latach 2017-2022:

- Nagroda Naukowa Zespotowa Il-go Stopnia - za badania nad modelowaniem
farmakokinetyki klinicznej lekow w szczegolnosci pediatrycznych
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- Nagroda Naukowa Zespolowa II-go Stopnia - za badania farmakologiczne
I modelowanie farmakokinetyki zwigzkow heterocyklicznych

- Nagroda Naukowa Zespolowa II-go Stopnia - za badania nad wykorzystaniem
nowoczesnych analiz metabolomicznych dla celéw diagnostyki chorob u pacjentow
ambulatoryjnych

- Nagroda Naukowa Zespolowa II-go Stopnia - za opracowanie metod oznaczania
zwigzkow endogennych w ptynach biologicznych do celoéw badan metabolomicznych
- Nagroda Naukowa Zespolowa II-go Stopnia - za badania nad wykorzystaniem
komplementarnych technik analitycznych dla oznaczania profili metabolomicznych
w probkach klinicznych

- Nagroda Naukowa Zespotowa I1-go Stopnia - za wykorzystanie zaawansowanych
technik obliczeniowych do analizy danych metabolomicznych oraz bioanalitycznych

Prywatnie mam wspanialego M¢za 1 5-letnig Corke, z ktorymi uwielbiam spedzac czas
wolny.

Nie ubiegalam si¢ uprzednio o nadanie stopnia doktora habilitowanego.

(podpis wnioskodawcy)
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