Uniwersytet Medyczny w Biatymstoku

Wydziat Lekarski z Oddzialem Stomatologii i Oddziatem Nauczania w Jezyku Angielskim

AYCZNy
\‘-‘0 } 7

Rozprawa doktorska

w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu, dyscyplina nauki medyczne

»Wykorzystanie chromatografii gazowej sprzezonej ze spektrometria mas
do poszukiwania metabolitow zwiazanych z mikrobiomem jelitowym,

wskazujacych na ryzyko rozwoju cukrzycy typu 2”

mgr Patrycja Mojsak

Promotor: dr hab. n. med. Michat Ciborowski
Laboratorium Metabolomiki, Centrum Badan Klinicznych

Uniwersytet Medyczny w Bialymstoku

Biatystok, 2023



Sktadam serdeczne podzigckowania

Dr hab. n. med. Michalowi Ciborowskiemu

za merytoryczne ukierunkowanie niniejszej rozprawy doktorskiej,
cenne rady i dyskusje, ktore w sposdb znaczacy przyczynity sie do jej powstania,
a takze za okazang cierpliwos¢, zyczliwos¢ 1 wsparcie

w trakcie realizacji i redagowania pracy

dr n med. Katarzynie Miniewskiej

za zaangazowanie oraz cenne rady zwigzane z niniejszg pracg
Prof. dr hab. n med. Adamowi Kretowskiemu

za stworzenie wspaniatych warunkow do pracy naukowej
Zespolowi Laboratorium Metabolomiki CBK

za przyjazna atmosfere i pomoc przy powstaniu niniejszej pracy



Niniejszq prace dedykuje mojemu Mezowi i Rodzicom,
w podzigkowaniu za wsparcie i wyrozumiatos¢

oraz wszelkie stowa otuchy w trakcie jej realizacji



Spis tresci

1.
2.
3.

Wykaz publikacji stanowigcych rozprawe doktorskag ..............cccccoveiiiiiiiine e, 7
Zestawienie publikacji dOKIOranta ...........ocooviiiiiiiice s 8
WyKaz StoSOWANYCH SKIOTOW ..........coviiiiiiiiieieiieieeses et 9
4] 7<) o RO UR U PRTPTRTRN 13
O B OV (74 Y/or- 8 Y/ o 11 2SS 13
4.2, Stan PrZeACUKIZYCOWY .......oiiieieiie ittt ettt sneeneenee e 14
4.3. Wplyw czynnikéw genetycznych oraz diety na rozwoj cukrzycy typu 2 .........c.ccceees 14
4.4. Zaburzenia zwigzane z mikrobiomem jelitowym a rozwdj cukrzycy typu 2................. 16
4.4.1. Wptyw mikrobiomu na produkcj¢ oraz transformacje¢ metabolitow ...................... 19
4.4.1.1. Krotkotancuchowe kwasy ttuszczowe pochodzenia mikrobiologicznego .......... 20
4.4.1.2. Aminokwasy pochodzenia mikrobiologicznego ...........ccocvvvviiiiiiciiiciine 22
4.4.1.3. Kwasy zotciowe pochodzenia mikrobiologicZnego .........cccoovvvvrveiiiivenecnennnn 25
4.4.2. Suplementacja probiotykdw a rozwdj CUKIZYCY typu 2.......cccvveieerieneenenereenieens 27
4.4.3. Wystepowanie metabolitow zwigzanych z florg jelitowg w probkach biologicznych
.......................................................................................................................................... 28
4.5. MetaDOIOMIKA. ..o 29
4.5.1. Przygotowanie probek do analiz GC-MS.........c..coooviiiiii i 30
4.6. Metody analizy danych metabolomiCznyCh ...........cccooveiieiiii i, 33
Omowienie prac skladajacych si¢ na rozprawe doktorska...............cccocoeviiiininnnnn 35
5.1 CRIB PIACY e e 35
5.2, Materialy 1 MELOAY ......ceeiieiiiiieiiei s 36
5.2.2. Pobieranie materiatu do badan ...........cccoiiiiiiiiiiiii 40
5.2.3. Metabolity uwzglednione do analiz za pomocg GC-MS..........c.cccoveviiiiinniiiiee i, 40
5.2.4. Powtarzalno$¢, odtwarzalnos¢ 1 stabilno$¢ pomiaru wybranych metabolitow .......... 41
5.2.5. Optymalizacja metody przygotowania Probek ...........ccceeveriiinienieiene e 41
5.2.6. Przygotowanie probek KIINICZNYCh ..........cccovviiiiiiiec e 42
5.2.7. ANALIZY GC-IMIS ... .ot b e ns 44



5.2.8. Analiza statystyczna danych metabolomicznych uzyskanych dla probek klinicznych —

PUBITKACIA NI 2 ..t 44
5.2.9. Analiza statystyczna prdobek klinicznych — Publikacja nr 3...........ccccoovvvvivininnnnne. 44
WVYNIKI .ot s e st e et e e st e st e e e e s e e et e e beane e reeneenee e 45
6.1. Optymalizacja metody przygotowania probek 0S0Cza i SUFOWICY .........ccoververreannnne 45
6.2.  Wybor rozpuszczalnika do ekstrakcji metabolitdw z osocza lub surowicy.............. 45
6.3. Dobor stezenia i objetosci odczynnika do metokSymacyi .....eevvvevvieeriiieniieesiieennne 48
6.4. Wptyw warunkow metoksymacji oraz sililacji na efektywnos$¢ derywatyzacji ........... 51
6.6. Wyniki badan metabolomicznych probek klinicznych — publikacjanr 2.................. 54
6.7. Wyniki badan metabolomicznych probek klinicznych — publikacjanr 3.................. 58
DY SKUSJA ...ttt bbbttt bbb 60
7.1. DobOr rozpuszczalnNikOw do eKSIFraKC)i .......coveveririirieieesiee e 61
7.2. Optymalizacja warunkow podczas dwustopniowej derywatyzacji..........cccceeerveereennn. 62
7.2.1. Wplyw stezenia oraz objetosci odczynnika do metoksymacji.......coccovveviiiininennn. 62
7.2.2. Wplyw temperatury oraz czasu na proces derywatyZacjl .........ccoevrvvrrveieniveseennn 63
7.3. Dysbioza jelitowa, a rozwoj CUKIZYCY tYPU 2 .....ecveeiveeiecieiieeiee et ese et e e 65
7.3.1. Wplyw metabolitow z grupy weglowodandw na rozwdj cukrzycy typu 2............ 66

7.3.2. Wpltyw metabolitow z grupy kwasow ttuszczowych na rozw0j cukrzycy typu 2 . 67

7.3.3. Wplyw metabolitow z grupy aminokwasoéw na rozwdj cukrzycy typu 2 .............. 69
WWINHOSKI .. 72
Publikacje stanowigce rozprawe doktorska ..............coocooeiiiiiiiiniiicic e 73

9.1. The role of gut microbiota (GM) and GM-related metabolites in diabetes and obesity. A
review of analytical methods used to measure GM-related metabolites in fecal samples with

a focus on metabolites’ derivatization SteP. ..........cceviriviiiiiiiiiiie e 73

9.2. A preliminary study showing the impact of genetic and dietary factors on GC-MS—based
plasma metabolome of patients with and without PROX1-genetic predisposition to T2DM

up to 5 years prior to prediabetes apPEAranCe .........ccvivereeieriere e 95



9.3. Optimization of a GC—MS method for the profiling of microbiota—dependent metabolites

in blood samples: an application to type 2 diabetes and prediabetes .............ccccovrirnnnnne 111
OS] 1 1740y ] o |- PRTR 130
S U110 T U PSSP 132
12, PiSMEENMECEWO: ....c.vviiiiiii i 134
13. Informacje o charakterze udzialu wspoélautorow w publikacji.................ccccoevenn 145
14. Zgoda KOmIiSji BIOBLYCZNE] .....ccuveuieiiieiiiiiisiesic et 168



1. Wykaz publikacji stanowigcych rozprawe doktorska

Praca przegladowa:

Patrycja Mojsak, Fernanda Rey-Stolle, Ewa Parfieniuk, Adam Kretowski, Michal
Ciborowski: The role of gut microbiota (GM) and GM-related metabolites in diabetes and
obesity. A review of analytical methods used to measure GM-related metabolites in fecal
samples with a focus on metabolites’ derivatization step, Journal of Pharmaceutical and
Biomedical Analysis 2020: 191, Article ID 113617, MEIN: 100, IF: 3.935.

Prace oryginalne:

Patrycja Mojsak, Katarzyna Miniewska, Adrian Godlewski, Edyta Adamska—Patruno, Paulina
Samczuk, Fernanda Rey-Stolle, Witold Bauer, Coral Barbas, Adam Kretowski, Michal
Ciborowski: A preliminary study showing the impact of genetic and dietary factors on GC-
MS-based plasma metabolome of patients with and without PROX1-genetic predisposition to
T2DM up to 5 years prior to prediabetes appearance, Current Issues in Molecular Biology
2021: 29; 43 (2): 513-528, MEIN: 70, IF: 2.976.

Patrycja Mojsak, Katarzyna Maliszewska, Paulina Klimaszewska, Katarzyna Miniewska,
Joanna Godzien, Julia Sieminska, Adam Kretowski, Michal Ciborowski: Optimization of a
GC-MS method for the profiling of microbiota—dependent metabolites in blood samples: an
application to type 2 diabetes and prediabetes, Frontiers in Molecular Biosciences 2022:
9:982672, MEIN: 140, IF: 6.113.



2. Zestawienie publikacji doktoranta

) L _ Punktacja
Rodzaj publikacji Liczba Impact Factor )
MNiSW
Prace wlaczone do
o 3 13,024 310
rozprawy doktorskiej
Prace, ktore nie
zostaly wlaczone do 14 48,05 828
rozprawy doktorskiej
Streszczenia
_ 14 — -
zjazdowe
Razem 31 60,35 1138




3. Wykaz stosowanych skrotow

AAAs
AAs
ACN
Ala
ANOVA
BAs
BCAA
BCFAs
BMI
BSTFA
CARBs
Cre

CRY?2

CYP7A1
EDTA
EtOH
FAMEs
FAs

FC

FG

FGF

Fruc
fT2DM T1

FXR
Gal

GC-MS

GIPR

GIn

aminokwasy aromatyczne (z ang. aromatic amino acids)

aminokwasy (z ang. amino acids)

acetonitryl

alanina

analiza wariancji (z ang. analysis of variance)

kwasy zotciowe (z ang. bile acids)

aminokwasy rozgalezione (z ang. branched chain amino acids)
rozgat¢zione kwasy thuszczowe (z ang. branched chain fatty acids)
wskaznik masy ciata (z ang. body mass index)

N,O-bis (trimetylosililo) trifluoroacetamid

weglowodany (z ang. carbohydrates)

kreatynina

kryptochromowy regulator dobowy 2 (z ang. Cryptochrome Circadian
Regulator 2)

7a- hydroksylaza cholesterolu

kwas wersenowy (z ang. ethylenediaminetetraacetic acid)

etanol

estry metylowe kwasow thuszczowych (z ang. fatty acid methyl esters)
kwasy tluszczowe (z ang. fatty acids)

krotnos$¢ zmiany (z ang. fold change)

stezenie glukozy na czczo (z ang. fasting glucose)

czynnika wzrostu fibroblastow (z ang. fibroblast growth factor)

fruktoza

grupa pacjentow w stanie przedcukrzycowym, u ktérych po pigciu latach
obserwacji rozwingta si¢ cukrzyca typu 2

receptor jadrowy (z ang. farnesoid X receptor)

galaktoza

chromatografia gazowa sprzezona ze spektrometria mas (z ang. gas
chromatography with mass spectrometry)

zalezny od glukozy polipeptydowy receptor insulinotropowy (z ang.
glucose-dependent insulinotropic polypeptide receptor)

glutamina



GLP-1
Glu
Gly
GM

Gpbarl

GWAS

HbAlc
HCA
HDL
His

HOMA-B

HOMA-IR
HR
ICA

IFG
IGT
Ile
IPA
IS

iSoProp
LC-MS

LDL
Leu
LPS
LR
Lys

glukagonopodobny peptyd

kwas glutaminowy

glicyna

mikroflora jelitowa (z ang. gut microbiota)

receptor btonowy kwasdéw zotciowych (z ang. G—protein—coupled bile
acid receptor)

badanie asocjacyjne catego genomu (z ang. genome wide association
study)

hemoglobina glikowana

hierarchiczna analiza klastrow (z ang. hierarchical cluster analysis)
lipoproteiny o wysokiej gestosci (z ang. high—density lipoprotein)
histydyna

wskaznik funkcji komorek S trzustki (z ang. Homeostasis Model
Assessment of f—cell function)

wskaznik Insulinoopornosci (z ang. Homeostatic Model Assessment —
Insulin Resistance)

grupa wysokiego ryzyka (z ang. high risk)

analiza skladowych niezaleznych (z ang. independent component
analysis)

nieprawidlowa glikemia na czczo (z ang. impaired fasting glucose)
nieprawidtowa tolerancja glukozy (z ang. impaired glucose tolerance)
izoleucyna

kwas indolo—3—propioniowy

wzorzec wewngtrzny (z ang. internal standard)

izopropanol

chromatografia cieczowa sprzgzona ze spektrometrig mas (z ang. liquid
chromatography with mass spectrometry)

liporoteiny o niskiej gestosci (z ang. low—density lipoprotein)

leucyna

lipopolisacharyd

grupa niskiego ryzyka (z ang. low risk)

lizyna

10



MANOVA

MDMs

MeOH
MeOx
Met
MSTFA

NF—«B

NW
OA
OGTT

OPLS-DA

OrgAs
Orn
PA
PCA

PERK

PreDiab_T1

PreDiab_T2

Pro
PROX1
PTD
PYY
QCs

RI

analiza wielowymiarowa wariancji (z ang. multivariate analysis
of variance)

metabolity zwigzane z florg jelitowa (z ang. microbiota dependent
metabolites)

metanol

metoksymacja

metionina

N,O-metyl (trimetylsilyl) trifluoroacetamid

kompleks biatkowy dzialajacy jako czynnik transkrypcyjny
(z ang. nuclear factor kappa-light—chain—enhancer of activated f cells)
positek normoweglowodanowy

kwas oleinowy (z ang. oleic acid)

doustny test obcigzenia glukozg (z ang. oral glucose tolerance test)
analiza dyskryminacyjna zmiennych ortogonalnych najmniejszych
kwadratow (z ang. Orthogonal Partial Least Squares Discriminant
Analysis)

kwasy organiczne (z ang. organic acids)

ornityna

kwas palmitynowy (z ang. palmitic acid)

analiza sktadowych gtéwnych (z ang. principal component analysis)
biatko retikulum endoplazmatycznego (z ang. protein kinase RNA-like ER
kinase)

grupa pacjentow w stanie przedcukrzycowym, u ktérych po pigciu latach
nie rozwingela si¢ cukrzyca typu 2

grupa pacjentow w stanie przedcukrzycowym, u ktérych po pigciu latach
utrzymat si¢ ten stan

prolina

biatko homeoboksowe prospero 1 (z ang. prospero homeobox 1)

Polskie Towarzystwo Diabetologiczne

peptyd YY

probki kontrolne (z ang. quality control)

wskaznik retencji (z ang. retention index)

11



ROC

RSD
RT

SA
SCFAs

SNP

SVM
T2DM
T2DM_T2

TCF7L2
TGR5
Thr

Tl
TMA
TMAO
TMCS
TMS
TRL4
Trp

Tyr

Val
VIP
WW
o—HBA
5-HT

analiza oceny jakosci klasyfikatora (z ang. receiver operating
characteristic)

wzgledne odchylenie standardowe (z ang. relative standard deviation)
temperatura pokojowa (z ang. room temperature)

kwas stearynowy (z ang. stearic acid)

krotkotancuchowe kwasy ttuszczowe (z ang. short chain fatty acids)
polimorfizm pojedynczego nuklotydu (z ang. single nucleotide

polymorphism)
maszyna wektorow nosnych (z ang. suport vector machine)

cukrzyca typu 2 (z ang. type 2 diabetes mellitus)

grupa pacjentdw, u ktérych po pieciu latach rozwingta sie
cukrzyca typu 2

czynnik transkrypcyjny 7—like 2 (z ang. transcription factor 7 like 2)
receptor blony komodrkowe;j

treonina

intensywno$¢ catkowita (z ang. total intensity)

trimetylamina

N-tlenek trimetylaminy

trimetylochlorosilan

grupa trimetylosililowa

receptor toll-podobny 4 (z ang. toll-like receptor 4)

tryptofan

tyrozyna

walina

znaczenie zmiennej w projekcji (z ang. variable importance in projection)

positek wysokoweglowodanowy
kwas alfa—hydroksymastowy (z ang. alpha—hydroxybutyrate)
5-hydroksytryptamina

12



4. Wstep

4.1. Cukrzyca typu 2

Cukrzyce typu 2 (z ang. type 2 diabetes mellitus, T2DM) uwaza si¢ za jedng
z najgrozniejszych chordéb cywilizacyjnych XXI wieku. T2DM jest zaburzeniem
metabolicznym charakteryzujacym si¢ wystgpowaniem nieprawidlowo wysokiego poziomu
glukozy we krwi'. U 0séb z T2DM dochodzi do zaburzenia rwnowagi miedzy ilo$cig insuliny
wydzielanej przez komorki S wysp trzustkowych, a zapotrzebowaniem na ten hormon
wynikajacym z indywidualnie zréznicowanej insulinowrazliwo$ci?. Liczba os6b z T2DM
w wieku od 20 do 79 lat wzrosta w ciggu ostatnich 10 lat 0 62% (z 285 miliondw do 463
miliondw)3. Szacuje sie, ze liczba 0s6b chorych na T2DM na catym $wiecie do 2035 roku

przekroczy 592 miliony*, natomiast do 2045 roku moze wynie$é nawet 700 miliondw?.

T2DM moze przez wiele lat przebiega¢ bezobjawowo, a obecnie jedynie pigcdziesiat
procent 0sob cierpigcych na T2DM jest zdiagnozowanych?®. Jest to szczegodlnie grozne z uwagi
na to, ze zbyt pdzno wykryta lub Zle kontrolowana T2DM prowadzi do wystgpienia wielu
powiktan mikro— i makronaczyniowych, ktére moga wigza¢ si¢ z uszkodzeniem licznych
narzaddéw wewnetrznych, a niekiedy prowadzi¢ nawet do $mierci®. W obliczu stale narastajacej
liczby pacjentéw z T2DM, zasadne jest poszukiwanie nowych rozwigzan umozliwiajgcych
lepsze poznanie mechanizméw prowadzacych do powstania zaburzen metabolicznych
zwigzanych z rozwojem tej choroby®. W znacznym stopniu mogloby si¢ to przyczynié
do opracowania strategii pozwalajagcych na jak najwcze$niejszg diagnostyke zaburzen

metabolicznych i T2DM.

Pomimo znacznego postepu medycyny oraz zwigkszonego dostepu do technik
diagnostycznych, wczesne wykrycie T2DM jest nadal utrudnione, co uniemozliwia
jej skuteczne kontrolowanie oraz wdrozenie odpowiedniego leczenia’. Dlatego tez podejmuje
si¢ wielokierunkowe dzialania majace na celu poszukiwanie nowych rozwigzan, ktére mogtyby
usprawni¢ wezesng diagnostyke T2DM. W ostatnim czasie duzo uwagi poswigca si¢ badaniom
metabolomicznym, ktore wykorzystuje si¢ miedzy innymi do oceny wptywu réznych
czynnikow odpowiedzialnych za rozwoj tej choroby. Nalezag do nich gléwnie czynniki
srodowiskowe, ale takze predyspozycje genetyczne®. Te ostatnie sg jednymi z istotnych
niemodyfikowalnych czynnikéw ryzyka rozwoju T2DM. Wsrdd czynnikoéw srodowiskowych
(modyfikowalnych) wyrdzni¢ mozna siedzacy tryb zycia i diete, a takze zwigzang z nimi styl

zycia oraz otytos¢. Dodatkowo czynniki ryzyka rozwoju T2DM mogg stanowi¢ kombinacje
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niezrownowazonej diety, siedzacego trybu zycia oraz czynnikdw genetycznych,

ktore to réwniez moga Wzajemnie ze soba oddziatywac®

. Wedlug ostatnich doniesien
literaturowych znaczaca role w etiologii T2DM odgrywa roéwniez mikroflora jelitowa
(z ang. gut microbiota, GM), ktdrej sktad moze byé zaburzony przez wyzej wymienione

czynniki srodowiskowe czy tez genetyczne.

4.2. Stan przedcukrzycowy

Stan przedcukrzycowy moze charakteryzowac si¢ nieprawidtows glikemig na czczo
(z ang. impaired fasting glucose, IFG) i/lub zaburzong tolerancja glukozy (z ang. impaired
glucose tolerance, IGT). Wedlug wytycznych PTD (Polskiego Towarzystwa
Diabetologicznego), IFG diagnozuje si¢ na podstawie st¢zenia glukozy na czczo >100 mg/dl
(5.6 mmol/l), ale <126 mg/dl (7.0 mmol/l), a IGT jako st¢zenie glukozy w 120 minucie
po doustnym obcigzeniu 75 g glukozy w doustnym tescie obcigzenia glukoza (OGTT,
z ang. oral glucose tolerance) >140 mg/dl (7.8 mmol/l), ale <200 mg/dl (11.1 mmol/l)1.
Pomimo, iz zarowno nieprawidtowa glikemia na czczo, jak i nietolerancja glukozy wynikaja
z insulinooporno$ci, réznig si¢ lokalizacja tego zjawiska. U pacjentow z izolowang IFG
przewaza insulinooporno$¢ watrobowa, z zachowang prawidlowa insulinowrazliwos$cig mi¢$ni
szkieletowych. Z kolei pacjenci z izolowang IGT maja prawidlowag lub nieznacznie
zmniejszong wrazliwo$¢ hepatocytow na insuling oraz umiarkowang lub ciezka
insulinooporno$¢ miegsni szkieletowych. U pacjentow z jednoczesna IFG i IGT stwierdza
si¢ insulinooporno$¢ zar6wno miesni szkieletowych, jak i watroby. Z czasem zaburzenie

czynnosci komorek S trzustki postepuje, prowadzac do rozwoju T2DM2,

Szacuje sie, ze u 5-10% o0s6b z IFG i/lub IGT w ciggu roku rozwinie sic T2DM?™,
Wystepowanie Stanu przedcukrzycowego niesic ze sobg ryzyko rozwoju T2DM,
a jednoczesnie jest sygnatem do podjecia dziatan profilaktycznych, ktére mogg pozwolié
na zahamowanie rozwoju choroby. Poprzez zmiang trybu zycia (np. poprawg¢ nawykow
zywieniowych, aktywnos$¢ fizyczna) czy tez suplementacj¢ probiotykami mozna opdznic¢
proces rozwoju T2DM, a nawet cofnaé stan przedcukrzycowy'®. Okreslone mikroorganizmy
probiotyczne poprzez poprawe wrazliwosci na insuling i pozytywny wptyw na poziom glukozy

we krwi mogg zapobiec lub opoznié rozwéj T2DM?™,
4.3. Wplyw czynnikow genetycznych oraz diety na rozwaéj cukrzycy typu 2

Badania nad genetycznymi predyspozycjami do rozwoju T2DM majg nie tylko duze

znaczenie naukowe, ale takze w coraz wigkszym stopniu prognostyczne, profilaktyczne
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i terapeutyczne®®. Znanych jest kilkanascie genéw, m.in. GIPR (z ang. Gastric Inhibitory
Polypeptide Receptor), TCF7L2 (z ang. Transcription Factor 7 Like 2), CRY2 (z ang.
Cryptochrome Circadian Regulator 2) czy biatko homeoboksowe prospero 1 (z ang. Prospero
homeobox 1, PROX1), ktorych prawidlowe funkcjonowanie powigzane jest z regulacja
poziomu glukozy i insuliny, akumulacja tkanki tluszczowej, zaburzeniami metabolizmu
lipidéw oraz insulinoopornosécia, a zatem réwniez ze sktonnoscia do zapadania na T2DMY’.
Powigzanie tych genéw z wystgpowaniem T2DM jest dobrze udokumentowane, jednak nie
zostaly w pelni poznane mechanizmy zwigzane z funkcjonowanie tych gendw, ktore sg

odpowiedzialne za powstanie wczesnych zaburzen prowadzacych do rozwoju T2DM?,

Polimorfizm pojedynczego nukleotydu w genie PROX1 jest silnym genetycznym
czynnikiem podatno$ci na uposledzenie funkcji komorek S i rozwdj T2DM. Badanie Genome
Wide Association Studies (GWAS) pozwolito na identyfikacj¢ ponad 100 loci polimorfizmu
pojedynczego nukleotydu (z ang. single nucleotide polimorphism, SNP) zaangazowanych
w wystepowanie T2DMY. Juz w 2005 roku Harvey i wsp.® badali model zwierzecy, gdzie
heterozygotyczne doroste myszy obarczone polimorfizmem w genie PROX1 staty si¢ otyte
i mialy wyzsze poziomy insuliny w surowicy oraz byly podatne na akumulacje lipidow
w watrobie. W innym badaniu potwierdzono, ze osoby posiadajace ten wariant mialy
uposledzong tolerancje glukozy i zwiekszong ilo$¢ thuszczu trzewnego w poréwnaniu do 0séb
bez tego polimorfizmu. Mimo licznych badan nad zalezno$cig pomiedzy polimorfizmem
w genie PROX1 a T2DM jego rola nie zostata do tej pory w pelni wyjasniona, co moze
swiadczy¢ o bardziej ztozonym wptywie genu PROX1 na procesy towarzyszace rOZwWojowi
T2DM?. Tym samym wydato si¢ uzasadnione przeprowadzenie kolejnych badan probujacych

te zaleznos$ci wyjasnic.

Gwaltowny wzrost czgstosci wystepowania T2DM w ciggu ostatnich kilku dekad nie moze
by¢ zwiazany tylko z predyspozycjami genetycznymi. Potwierdzono, ze niecodpowiednia dieta
moze by¢ czynnikiem przyspieszajacym okreslone zaburzenia metaboliczne u 0séb podatnych
na T2DM, réwniez z przyczyn genetycznych’. Jak dotad niewiele byto badan potwierdzajacych
znaczenie interakcji gen—dieta w rozwoju T2DM?®?1.22 Analizy tych interakcji nie tylko
w kontekscie poszczegolnych sktadnikow zywieniowych, ale takze diety rozpatrywanej pod
katem makroelementdw, moze pomoc zaprojektowaé oraz wdrozy¢ zindywidualizowane
zalecenia dietetyczne dla o0sdb z grupy ryzyka. W jednym z badan? oceniono,
przy pomocy chromatografii cieczowej sprz¢zonej ze spektrometrig mas (z ang. liquid

chromatography with mass spectrometry, LC—MS) wptyw polimorfizmu w genie PROX1
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na zmiany w poziomie metabolitbw w o0soczu zdrowych mezczyzn po positku
wysokowgglowodanowym (WW) i normoweglowodanowym (NW). Badania te wykazaty
zmieniony popositkowy profil metabolitow u nosicieli genotypu ryzyka ze szczegdlnym
uwzglednieniem metabolitow zwigzanych ze stanem zapalnym, stresem oksydacyjnym,
metabolizmem lipidow i kwasoéw thuszczowych (z ang. fatty acids, FAs). W pracy
pt: ,,A preliminary study showing the impact of genetic and dietary factors on GC—MS-based
plasma metabolome of patients with and without PROX1-genetic predisposition to T2DM up
to 5 years prior to prediabetes appearance” wchodzacej w sktad cyklu publikacji tworzacych
niniejszg rozprawe zbadano zmiany w profilu metabolitow osocza po positku NW i WW na tej
samej grupie pacjentéw, ale przy uzyciu chromatografii gazowej sprzgzonej ze spektrometrig
mas (z ang. gas chromatography with mass spectrometry, GC-MS), ktora pozwala na pomiar
metabolitow nalezacych do innych klas niz wykorzystana w poprzedniej publikacji technika
LC-MS. Otrzymane wyniki pozwolity na identyfikacje szlakoéw, ktore zmieniajg si¢
w zalezno$ci od ilosci spozytych weglowodandéw (positek NW lub WW), prowadzac
do okreslonych odpowiedzi metabolicznych, zwigzanych z ryzykiem przyspieszonego rozwoju
T2DM. Dodatkowo, mozliwe byto przeprowadzenie kompleksowej analizy szlakow w oparciu
o wyniki otrzymane przy uzyciu obu platform analitycznych. Badania te dostarczyty nowych
informacji odnosnie interakcji gen—dieta, ktére mogg by¢ przyczyna rozwoju T2DM. Jest to
szczegolnie wazne, gdyz w badaniu wzieli udziat zdrowi nosiciele alleli ryzyka w genie

PROX1.

4.4. Zaburzenia zwigzane z mikrobiomem jelitowym a rozwoj cukrzycy typu 2

Mikrobiom jelitowy, ktorego sktad zalezny jest m.in. od czynnikdw genetycznych
i $rodowiskowych, ma ogromny wplyw na rozwdj T2DM. Badania przeprowadzone
na wolnych od drobnoustrojow myszach karmionych dieta wysokottuszczowsg 1 standardowsg
dieta wykazaty, ze profile metaboliczne osocza zalezg gtéwnie od réznorodnosci i sktadu
drobnoustrojow, niezaleznie od rodzaju diety?®. Dieta uboga w btonnik skutkuje zmniejszona
réznorodnoscig mikrobiomu, a bogata w btonnik zwigksza r6znorodnos¢ gatunkow bytujacych
w jelicie i ilos¢ produkowanych przez bakterie krotkotancuchowych kwaséw ttuszczowych
(z ang. short chain fatty acids, SCFAS) niezb¢dnych dla wlasciwego funkcjonowania jelit.
Uwaza sig¢, ze niska zawarto$¢ btonnika, wysoka zawarto$¢ biatka 1 thuszczy w pokarmie,
a takze niezdrowa, wysoko przetworzona zywno$¢ moga wywota¢ dysbioze. Dieta
wysokottuszczowa moze zwigkszy¢ odsetek gatunkow bakterii gram—ujemnych w mikroflorze

jelitowej?*. Liposacharydy (LPS), gtéwny sktadnik zewnetrznej btony komérkowej bakterii
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gram—ujemnych, moze wystepowaé w wysokich stezeniach i by¢ wchtaniany przez jelita®®.
Ponadto, LPS stymuluje nieaktywny uktad odpornosciowy, wigzac si¢ z receptorem toll—
podobnym (z ang. toll-like receptor, TLR), aktywujac komorki odpornosciowe w celu
uwolnienia cytokin zapalnych, co sprzyja insulinoopornosci spowodowanej odpowiedzig
zapalng wywolana przez endotoksyny?®. Innym potencjalnym mechanizmem zwigzanym
z homeostaza ekosystemu jelitowego jest uklad endokannabinoidowy. LPS oddziatuje
z receptorami endokannabinoidowymi, modulujac przepuszczalno$é jelit i translokacj¢ LPS,

zwickszajac poziom krazacego LPS i indukujac metaboliczng endotoksemig?’.

GM jest duza populacja mikroorganizméw zyjacych w przewodzie pokarmowym
cztowieka®. Wrod nich wyrdznia sie okoto 1000 gatunkdw z ponad 400 réznych rodzajow® ™,
nalezacych gtownie do pigciu typow (Rycina 1): Firmicutes, ktore stanowig 60—80% (z ktorych
najwazniejsze to Ruminiococcus, Clostridium i Lactobacillus); Bacteroidetes stanowigce 20—
30% (obejmujace glownie Bacteroides, Prevotella i Xylanibacter) oraz Actinobacteria,
ktore stanowia okoto 10% (z przewaga rodzaju Bifidobacterium), natomiast Proteobacteria

(takie jak Escherichia i Enterobacteriaceae) s jeszcze rzadziej spotykane?2,

Actinobacteria_ C Escherichia
10% \ ; i Enterobacteriaceae

Bifidobacterium

Bacteroidetes
25%.

Bacteroides,

Prevorella
i Xvlanibacter

\_Firmicutes
60%

Ruminiococcus,
Clostridium
Lactobacillus

Rycina 1. Gtowne gatunki bakterii wchodzace w sktad mikrobiomu jelitowego cztowieka.

W zwigzku z tym, iz mikroorganizmy te mogg bezposrednio wptywac na stan zdrowia,
W ostatnim czasie ciesza si¢ oOne coraz wiekszym zainteresowaniem naukowcow,
Przeprowadzono wiele badan, na podstawie ktorych potwierdzono, ze zaburzenia sktadu

i funkcji GM sa obserwowane W patogenezie takich choréb metabolicznych, jak otytog¢l03133
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czy T2DM10:3L3436 (Rycina 2). U 0s6b chorych na T2DM potwierdzono zmieniony sktad GM
w poréwnaniu ze sktadem GM o0s6b zdrowych. W pracy przegladowej pt.: ,,The role of gut
microbiota (GM) and GM-related metabolites in diabetes and obesity. A review of analytical
methods used to measure GM-related metabolites in fecal samples with a focus on metabolites'
derivatization step”, wchodzacej w sktad cyklu publikacji tworzacych niniejsza rozprawe,
przedstawiono aktualny stan wiedzy na ten temat. Informacje zebrane na podstawie przegladu
literaturowego potwierdzity, ze GM moga korzystnie lub negatywnie wptywac

na wystepowanie choréb metabolicznych'®.

— Ve J \\

J produkeja 1 potencjat do
maslanu | 1 przepuszczalnos¢ jelit ‘ zmiany w poziomie Jkatabolizm BCAAs biosyntezy BCAAs
l kwasdw zétciowych
TLPS \ \ /
aktywacja aktywacja
TRL4 szlaku NF-kB ’I\pozmm BCAAs
v
uposledzenie funkcji stan zapalny o niskim insulinoopornodé
komérek 8 stopniu ztosliwosci P
ROZWO) T2DM

Rycina 2. Wptyw zaburzen sktadu GM na rozwo6j T2DM (BCAAs — aminokwasy
rozgatezione; LPS — liposacharydy; TRL4 — receptor toll-podobny 4; NF-«xB — kompleks
biatkowy dzialajgcy jako czynnik transkrypcyjny).

Na podstawie danych literaturowych przedstawiajacych spojne wyniki badan
na modelach zwierzecych oraz u ludzi, mozna stwierdzi¢, ze rodziny Bifidobacterium,
Bacteroides, Faecalibacterium, Akkermansia i Roseburia sg negatywnie skorelowane, podczas

gdy rodziny Ruminococcus, Fusobacterium i Blautia sg pozytywnie zwigzane z rozwojem
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T2DM. W badaniach przeprowadzonych na ludziach przez Larsen i wsp.?® oraz Karlsson
i wsp.” potwierdzono, ze u pacjentow ze zdiagnozowang T2DM zaobserwowano zmniejszenie
liczebnosci drobnoustrojow wytwarzajagcych kwas mastowy, takich jak: Roseburia,
Faecalibacterium i Eubacterium oraz zwigkszenie liczebnosci Clostridium i Lactobacillus.
Sedighi 1 wsp. zaobserwowali, ze bakterie z rodzaju Lactobacillus, Bifidobacterium,
Fusobacterium wystepowaty liczniej u 0séb zdrowych w poréwnaniu z pacjentami z T2DM,
ale nie zaobserwowali istotnej roznicy w liczbie bakterii z rodzaju Prevotella miedzy osobami
chorymi na T2DM, a zdrowymi®. Szczegdtowe informacje dotyczace przegladu literaturowego

zwarte s3 w publikacji’® bedacej czeécig rozprawy.
4.4.1. Wpltyw mikrobiomu na produkcje oraz transformacje metabolitow

Jak wspomniano powyzej, zaburzenia skfadu mikrobiomu jelitowego moga by¢ zwiazane
z rozwojem chor6b metabolicznych®. Dodatkowo nalezy podkreslic, ze GM
jest odpowiedzialna za produkcje lub transformacje endogennych malych czasteczek
(z ang. microbiota dependent metabolites, MDMSs), ktore reguluja interakcje miedzy
gospodarzem, a mikroflorg jelitowa (Rycina 3). Lista takich metabolitéw obejmuje glownie
SCFAs*, rozgatezione kwasy tluszczowe (z ang. branched chain fatty acids, BCFAs)*,
aminokwasy aromatyczne (z ang. aromatic amino acids, AAAs)*?, aminokwasy rozgalezione
(z ang. branched chain amino acids, BCAAs)*®, kwasy zolciowe (z ang. bile acids, BAs)*
oraz inne®. Produkcja SCFAs moze mie¢ wplyw na prawidlowe funkcjonowanie ukladu
pokarmowego, ale takze poprawe homeostazy glukozy. Synteza BCAAs moze mie¢ wpltyw
na wystapienie insulinoopornoéci, a BAs moga mie¢ wptyw na metabolizm wielu zwiazkow*®

(Rycina 3).
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Rycina 3. Udzial mikrobiomu jelitowego w utrzymaniu homeostazy gospodarza.

4.4.1.1. Krétkolancuchowe kwasy tluszezowe pochodzenia mikrobiologicznego

SCFAs to klasa najlepiej przebadanych metabolitow zwigzanych z GM°. Metabolity
te powstaja w okreznicy jako koncowe produkty fermentacji ztozonych weglowodanow
(z ang. carbohydrates, CARBs) oraz skrobi czy tez btonnika*’. Definiuje sie je jako FAs
0 mniej niz szesciu atomach wegla, w tym kwas mrowkowy, kwas octowy, kwas propionowy,
kwas mastowy i kwas walerianowy. Metabolity te wspomagaja procesy regeneracji,
uszczelniajg $ciang jelit, utrzymuja prawidlowe pH. Wykazuja réowniez silne dzialanie
przeciwzapalne, hamujac aktywno$¢ mediatorow stanu zapalnego®®. Kwas octowy
po wchtonieciu do krwiobiegu dociera do tkanek obwodowych, gdzie jest wykorzystywany
przez komarki do syntezy FAs i cholesterolu®. Metabolit ten jest wytwarzany przez wickszo$é
bakterii jelitowych, takich jak Lactobacillus, Bifidobacterium, Akkermansia muciniphila,
Bacteroides, Prevotella, Ruminococcus i Streptococcus®. Kwas propionowy jest wytwarzany
przez bakterie jelitowe takie jak Akkermansia, Bacteroidetes, Bifidobacterium, Prevotella
i Ruminococcus poprzez szlak bursztynianowy, akrylanowy i propanodiolowy. Wchtaniany
przez krazenie wrotne, bierze udzial w lipogenezie i glukoneogenezie, petnigc wazna funkcje
w utrzymaniu réwnowagi energetycznej organizmu®. Kwas mastowy stanowi zrédto energii

dla kolonocytow, zwieksza termogeneze oraz utlenianie FAS, dziata rowniez przeciwzapalnie.
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W wielu badaniach wykazano, ze zwickszenie stezenia kwasu mastowego poprawia wrazliwos¢
na insuline®. Wytwarzany jest on przez takie gatunki bakterii jak: Roseburia, Eubacterium
rectale, Clostridium leptum, Eubacterium hallii, Coprococcus eutactus, Faecalibacterium
prausnitzii, Eubacterium rectale, Anaerostipes caccae i Coprococcus catus® poprzez szlaki

transferazy butyrylo—koenzymu A, fosfotransbutyrylazy czy kinazy maslanowe;j>3.

W literaturze mozna znalez¢ wiele doniesien opisujacych zwigzek miedzy poziomem
SCFAs, a rozwojem T2DM. Zostaly one przedstawione w artykule przegladowym bedacym
czeScig rozprawy'’. Przeprowadzone badania podkreslaja korzystny wplyw SCFA
na uwalnianie glukagonopodobnego peptydu 1 (GLP-1) i peptydu YY (PYY)
z komorek endokrynnych, a tym samym na regulacj¢ st¢zenia glukozy oraz na poprawe
wrazliwosci na insuling. Dodatkowo w watrobie SCFAs moga hamowac¢ lipogeneze, produkcje
glukozy i akumulacje lipidow. W trzustce metabolity te pobudzajg komérki £ do wydzielania
insuliny. SCFAs aktywujg rowniez glukoneogeneze jelitowag oraz poprawiaja wrazliwos¢
migéni na insuline i funkcje mitochondriow (Rycina 4)*. Na podstawie dokonanego przegladu
literaturowego mozna pozwoli¢ sobie rowniez na Sstwierdzenie, ze opublikowane dotychczas
wyniki sg niespoOjne. Sato i wsp. odnotowali ujemny zwigzek miedzy poziomem SCFAS
a T2DM; gdyz w ich badaniu catkowite stgzenie SCFAS w kale u pacjentow z T2DM byto
istotnie nizsze niz w grupie kontrolnej **. Natomiast Adachi i wsp. nie znalezli istotnych
statystycznie roznic w catkowitym stezeniu SCFAS w kale migdzy grupa kontrolna,
a pacjentami z T2DM. Niemniej jednak, bioragc pod uwage poszczegolne SCFAS, pacjenci
z T2DM (w poréownaniu z grupg kontrolng) mieli nizszy poziom kwasu propionowego,
walerianowego i mastowego oraz wyzszy poziom bursztynianu W probkach katu®®. Schwiertz
i wsp. zaobserwowali, ze catkowite stezenie SCFAS w probkach katu otytych ochotnikoéw byto
o ponad 20% wyzsze niz u szczuplych ochotnikow. Najwigkszy wzrost zaobserwowano

dla kwasu propionowego, a nastepnie dla mastowego®.
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Rycina 4. Pochodzenie SCFAs i ich wptyw na rozwo6j T2DM (zmodyfikowano na

podstawie Du i wsp.*9).

W wyniku fermentacji btonnika pokarmowego przez bakterie jelitowe uwalniane sqg SCFAs.
SCFAs mogg promowa¢ uwalnianie peptydu YY (PYY) i glukagonopodobnego petydu (GLP-1)
z enteroendokrynnych komoérek L oraz uwalnianie leptyny (hormonu sytosci) z tkanki
ttuszczowej. Ponadto wzrostowi poziomu SCFAs, towarzyszy wzrost wydatku energetycznego
w tkance tluszczowej oraz zmniejszenie gromadzenia si¢ lipidow. W watrobie SCFAs mogqg
hamowac lipogeneze, produkcje glukozy i akumulacje lipidow. W trzustce SCFAS pobudzajg
komorki 3 i promujq wydzielanie insuliny. Poza tym znane sq donieSienia wskazujqce, iz SCFAS
aktywujg glukoneogeneze jelitowg oraz poprawiajq wrazliwos¢ miesni na insuline oraz funkcje

mitochondriéw.

4.4.1.2. Aminokwasy pochodzenia mikrobiologicznego

Niektére z aminokwasow (z ang. amino acids, AAs) uwalnianych przez bakterie
jelitowe mogag stuzy¢ rowniez jako prekursory do syntezy SCFAs, przyczyniajac si¢ tym
samym do rozwoju choréb metabolicznych®’. FAs o rozgalezionych tancuchach, takie jak
izomaslan, 2-metylomaslan i1 izo—walerianian, moga rowniez pochodzi¢ z fermentacji
BCAAs®8. Glicyna (Gly), treonina (Thr), kwas glutaminowy (Glu) i ornityna (Orn) moga by¢

metabolizowane przez bakterie beztlenowe do kwasu octowego. Lizyna (Lys), Glu i Thr
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sa substratami do produkcji kwasu mastowego. Ponadto, Thr moze by¢ wykorzystana
do syntezy kwasu propionowego®®. Alanina (Ala), leucyna (Leu), isoleucyna (Ile), walina (Val)
i histydyna (His) sg wykorzystywane jako donory wodoru w reakcjach metabolicznych.

Natomiast Gly, prolina (Pro), Orn i arginina maja tendencj¢ do dziatania jako akceptory®.

Liczba bakterii fermentujacych AAS w jelicie grubym jest bardzo duza, moze siggaé
nawet 10! na gram suchej masy katowej®t. Clostridium bifermentans jest dominujaca bakterig
wykorzystujaca Lys lub Pro®?. Bakterie Peptostreptococcus maja duzy udziat
w rozktadzie Glu lub tryptofanu (Trp)®. Trp jest metabolizowany przez bakterie jelitowe
do indolu, kwasu indolo—3—propionowego (IPA), tryptaminy i 5-hydroksytryptaminy (Rycina
5). Tryptamina hamuje hiperglikemi¢ wywotang glukoza i wspomaga wydzielanie insuliny.
5-hydroksytryptamina moze promowa¢ wydzielanie insuliny 1 hamowac¢ przyrost masy ciata,
hiperglikemi¢ i insulinoopornos¢. Tyrozyna (Tyr) moze ulec rozkladowi do tyraminy
pod dziataniem dekarboksylazy tyrozynowej drobnoustrojéw jelitowych. Tyramina moze
rowniez stymulowa¢ wychwyt glukozy i poprawia¢ tolerancj¢ glukozy. Ponadto, propionian

imidazolu moze uposledzaé tolerancje glukozy i sygnalizacje insulinowa?®.

Bakterie nalezace do Clostridium dominujg w procesie fermentacji AAS w jelicie
grubym czlowieka. Jednak inne gatunki bakterii, takie jak Fusobacterium, Bacteroides,
Veillonella, Megasphaera elsdenii i Selenomonas ruminantium, mogg by¢ rowniez istotne
dla metabolizmu AAs w tej czesci ludzkiego przewodu pokarmowego®. Wedtug dostepnych
danych potwierdzono, ze GM moze rowniez syntetyzowa¢ de novo w przewodzie
pokarmowym niektore ACNs ®!. Arginine moga wytwarzaé Bacteroides thetaiotaomicron
i Fusobacterium varium, Trp moga wytwarza¢ Streptococcus, Escherichia coli i Enterococcus
natomiast Tyr Bacillus i Serratia®. Te przyklady potwierdzaja ogromne znaczenie
drobnoustrojow jelitowych w metabolizmie AAS, niezaleznie od zywienia i fizjologii

gospodarza.

Liczne badania na ludziach wykazaty, ze stezenia BCAAS i AAAs w probkach
biologicznych (osoczu, kale i moczu) sg zwigzane z opornoscig na insuling. Na podstawie
pomiaru ilo$ci tych metabolitdw mozna ocenié ryzyko rozwoju T2DM®¢_ Utlenianie BCAAs
moze zwigcksza¢ utlenianie FAS, a takze odgrywaé rolg w rozwoju otytosci. Chen i wsp.
potwierdzili, ze poziom BCAA (Val, Leu i lle), AAAs (fenyloalaniny (Phe), Trp
i Tyr), glukoneogennych AAs (Ala, Glu i glutaminy (GIn)) oraz innych AAs (Orn i Lys)

W surowicy powiazany jest z ryzykiem rozwoju T2DM. Wysokie stezenia Val, Leu, lle, Phe,
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Tyr, Ala, Glu, Orn i Lys wiazg si¢ ze zwigkszonym ryzykiem, natomiast wysokie stezenie GIn
ze zmniejszonym ryzykiem zachorowania na T2DM®’. Leu, Phe, GIn i Glu mogg indukowa¢
wydzielanie insuliny przez komérki S trzustki i powodowaé¢ rozwdj T2DM poprzez
hiperinsulinemie, prowadzac do wyczerpania komorek f trzustki. Niektore mechanizmy, takie
jak stymulacja uwalniania glukagonu z komorek trzustki i zwigkszenie transaminacji
pirogronianu do Ala, silnego promotora glukoneogenezy, moga wyjasnia¢ potencjalnie
niekorzystng role Glu w ryzyku T2DM®%, W wielu badaniach, rowniez kohortowych, opisano
zwiazek pomiedzy poziomem BCAAS W 0s0czu, a wystapieniem T2DM® 01 Podsumowujac,
metabolizm aminokwasow i glukozy sa ze soba $cisle powigzane. AAS stanowig gtowny
rezerwuar do glukoneogenezy i wptywaja na wydzielanie insuliny oraz glukagonu. Oba procesy
ulegaja zmianie na wezesnym etapie patogenezy T2DM, co sprawia, ze niektore AAs moga by¢

dobrymi predyktorami choréb metabolicznych.
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Rycina 5. Wptyw AAs na rozw6j T2DM (zmodyfikowano na podstawie Du i wsp.*?).

Pochodzqcy z pozywienia tryptofan jest metabolizowany przez bakterie jelitowe
do indolu, kwasu indolo—3—propionowego (IPA), tryptaminy i 5-hydroksytryptaminy (5-HT).
Indol moze stymulowaé jelitowe komorki L do wydzielania GLP—1, promujgc w ten sposob
wydzielanie insuliny i hamowanie wydzielania glukagonu. IPA obniza poziom glukozy we krwi
na czczo i poprawia opornosé na insuline. Tryptamina hamuje hiperglikemie wywolang glukozq
I wspomaga uwalnianie insuliny. 5-HT moze promowaé wydzielanie insuliny i hamowac
przyrost masy ciata, hiperglikemie i insulinoopornosé¢. Metabolit ten wywoluje opornosé
na insuling i zwieksza poziom glukozy we krwi. Arginina z pozywienia moze by¢ zamieniona

przez GM na agmatyne. Agmatyna wspomaga uwalnianie insuliny i poprawia wychwyt glukozy
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przez komorki oraz wrazliwosé na insuling. W wyniku dziatania dekarboksylazy tyrozynowej
drobnoustrojow jelitowych Tyr moze ulec rozktadowi do tyraminy. Tyramina moze stymulowaé

wychwyt glukozy i poprawiaé tolerancje glukozy.
4.4.1.3. Kwasy zolciowe pochodzenia mikrobiologicznego

Kolejnym dowodem na udziat flory zasiedlajacej przewod pokarmowy w patogenezie
insulinoopornosci i T2DM jest wptyw GM na metabolizm BAs i tworzenie wtornych BAS
(Rycina 6). Te z kolei, poprzez aktywacj¢ miedzy innymi receptora jadrowego (z ang. farnesoid
X receptor, FXR) i btonowego (z ang. G—protein—coupled bile acid receptor, Gpbarl —-TGR5),
biorg udziat w metabolizmie glukozy, lipidow oraz w regulacji wrazliwosci na insuling.
Zaobserwowano, ze pacjenci z T2DM maja obnizone stezenie wtornych BAs’?. Uwaza sie
réwniez, ze duza zawarto$¢ thuszezy w diecie skutkuje zwigkszeniem liczebnosci bakterii
gram-ujemnych we florze bakteryjnej przewodu pokarmowego. LPS, ktory jest integralnym
sktadnikiem zewngtrznej btony komorkowej bakterii gram—ujemnych, indukuje stan zapalny.
Przewlekla endotoksemia przyczynia si¢ do wzrostu stezenia glukozy, triglicerydow
oraz insulinooporno$ci. Badania wykazaty, Zze u pacjentow z T2DM obserwuje

sie podwyzszone stezenie bakteryjnego LPS2,

Bakterie takie jak Bacteroides, Eubacterium, Bifidobacterium, Ruminococcus,
Peptostreptococcus,  Propionibacterium,  Clostridium,  Lactobacillus,  Escherichia,
Streptococcus i rodzaj Methanobrevibacter, zwtaszcza niektore Clostridia, w tym C. scindens,
C. hiranonis, C. hylemonae (Clostridium klaster XVla ) i C. sordelli (Clostridium klaster XI)
sg zdolne do wytwarzania wtérnych BAs”. W jednym z badan potwierdzono dodatnig korelacje
pomiedzy poziomem BAs, a typami bakterii Clostridium, Parasutterella secunda, Turicibacter
sp. i uyjemng korelacje z Acidovorax wohlfahrtii, Allobaculum stercoricanis, Anaerotruncus sp.,
Bacteroides uniformis, Blautia glucerasea, Butyricimonas virosa, Clostridium papyrossolvens,
Enterococcus gallinarum, Microbacterium maritypicum, Lachnospiraceae bacterium

i Lactococcus plantarum®.
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Rycina 6. Zrédlo BAs i ich wptyw na rozwoj T2DM (zmodyfikowano na podstawie Du

i wsp.%®).

Kwasy zZotciowe (BAS) sq syntetyzowane z cholesterolu w wqtrobie i wydzielane do Zotci
oraz dwunastnicy. Sprzezone BAS sq przeksztatcane przez drobnoustroje jelitowe
do drugorzedowych BAS poprzez dekoniugacje, dehydroksylacje i epimeryzacje. BAS dzialajg
na dwa receptory (jgdrowy, z ang. farnesoid x factor FXR oraz receptor kwasu zZélciowego
sprzegzony z biatkiem TGRS), regulujgc homeostaze glukozy w organizmie. Dzigki aktywacji
TGRS przez BAs w komorkach L jelit i a trzustki komorki mogg promowal uwalnianie
glukagonopodobnego peptydu (GLP-1), ktéry promuje wydzielanie insuliny z komoérek f
trzustki, obnizajgc w ten sposob poziom glukozy we krwi. Ponadto aktywacja jelit przez BAS
promuje uwalnianie czynnika wzrostu fibroblastow (z ang. fibroblast growth factor,
FGF15/19), ktory wigze si¢ z wgtrobowym receptorem FGF4/BKlotho i hamuje ekspresje
7a- hydroksylazy cholesterolu (CYP7AL), zmniejszajgc w ten sposob synteze¢ BA w wqtrobie.
FGF15/19 moze rowniez promowac synteze glikogenu w wqtrobie i hamowac glukoneogeneze
wwqtrobie. Z drugiej strony , hamowanie jelitowego FXR przez niektdre BAS zmniejsza synteze
ceramidow, a nastgpnie hamuje glukoneogeneze w watrobie. Poza tym hamowanie FXR
w komérkach L jelit moze promowaé wydzielanie GLP—1, poprawiajgc w ten sposob poziom

glukozy we krwi.
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Takie sktadniki zywnosciowe jak cholina, karnityna lub betaina moga by¢ metabolizowane
przez mikroflorg jelitowa w celu wytworzenia trimetylaminy — TMA, ktora jest nastgpnie
przeksztalcana w watrobie do N-tlenku trimetylaminy (TMAQO). TMAO aktywuje kinaz¢
biatkowg retikulum endoplazmatycznego (z ang. protein kinase RNA-like ER kinase, PERK)
w celu promowania dysfunkcji metabolicznych i hiperglikemii. TMAO moze promowac
opornos$¢ na insuling i zwigksza¢ poziom glukozy we krwi na czczo (z ang. fasting glucose,
FG). W watrobie TMAO promuje glukoneogenez¢ i zmniejsza watrobowy transport glukozy
i stezenie glikogenu (Rycina 6).

4.4.2. Suplementacja probiotykdw a rozwoj cukrzycy typu 2

Przywrocenie prawidtowego skladu mikrobiomu jelitowego przez probiotyki bylo
wielokrotnie stosowane w leczeniu T2DM i jej powiklan!®. Mechanizmy dziatania
przeciwcukrzycowego probiotykdw obejmuja poprawe funkcji bariery jelitowej, zmniejszenie
stanu zapalnego, modyfikacj¢ GM, obnizenie poziomu cholesterolu i regulacj¢ sygnalizacji
insulinowej®> "7 Dysbioza ma znaczacy wptyw na funkcje bariery jelitowej, w szczegdlnosci
powoduje utrate jej integralnosci, co moze prowadzi do stymulacji translokacji do krwiobiegu
mediatorow stanu zapalnego, takich LPS, co z kolei wyzwala reakcje zapalne
i insulinooporno$¢. W kilku badaniach opisano aktywno$¢ przeciwutleniajgcg roznych
gatunkow bakterii kwasu mlekowego, w tym Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus lactics
i Lactobacillus plantarum’™. Na podstawie przegladu literaturowego potwierdzone réwniez
zostato, ze wiele objawow zwigzanych z T2DM 1 insulinoopornoscig mozna ztagodzi¢ poprzez
uzupehianie probiotykow takich jak: Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus acidophilus
czy Bifidobacterium oraz bakterii wytwarzajacych kwas mastowy, Clostridium butyricum,
Roseburia, Faecalibacterium i Eubacterium®®, Wykazano, ze podawanie Lactobacillus reuteri
obniza poziom glikemii i stezenie hemoglobiny glikowanej (HbALlc) oraz zapobiega
zwloknieniu nerek’®. Sugerowano réwniez, ze Bifidobacterium adolescentis poprawia
wrazliwo$¢ na insuline’” poprzez zwiekszona produkcje GLP—1. GLP-1 zwicksza tolerancje
glukozy poprzez zlozone mechanizmy obejmujace modulacj¢ wydzielania insuliny, masy
komorek trzustki i przyjmowania pokarmu’®. Wykazano réwniez, ze osoby nawet
ze zdiagnozowang T2DM, po spozywaniu przez sze$¢ tygodni jogurtu zawierajacego
Lactobacillus acidophilus i Bifidobacterium lactis wykazywaty obnizong glikemi¢ na czczo
i obnizony poziom HbAlc, a takze wyzsza aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowe;j

i peroksydazy glutationowej w poréwnaniu z grupa kontrolna®.
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4.4.3. Wystepowanie metabolitow zwiazanych z flora jelitowa w probkach biologicznych

Produkty przemian metabolitéw nalezacych do wyzej opisanych grup moga by¢ waznymi
modulatorami szlakow, odgrywajac rol¢ w rozwoju réznych choréb metabolicznych, w tym
takze T2DM®. Z tego powodu doktadne oznaczenie MDMs w probkach biologicznych moze
mie¢ znaczenie w lepszym zrozumieniu wptywu GM na organizm, a takze przyczynic si¢
do ujawnienia nowych metabolitow, ktore moga poprawi¢ diagnostyke T2DM. Ustalenie
zalezno$ci miedzy GM a T2DM moze by¢ pomocne w opracowaniu zintegrowanych strategii
w celu zapobiegania oraz leczenia T2DM, w tym z wykorzystaniem probiotykow!°. Dlatego
tez w przegladzie literaturowym bedacym cze$cig publikacji pt.: ,,The role of gut microbiota
(GM) and GM-related metabolites in diabetes and obesity. A review of analytical methods used
to measure GM-related metabolites in fecal samples with a focus on metabolites' derivatization
step”, wchodzacej w sktad cyklu publikacji, przedstawiono aktualny stan wiedzy na temat
sktadu GM 1 metabolitow zwigzanych z GM w odniesieniu do postgpu i rozwoju otylosci
oraz T2DM. MDMs zostaty wykryte w roznych probkach biologicznych, takich jak kal, mocz,
surowica czy tez 0s0cze®%8l, Sposrod wszystkich wymienionych probek, kat jest niezwykle
cennym materiatem biologicznym, ktorego analiza moze odzwierciedla¢ stan zdrowia nie tylko
dolnego odcinka przewodu pokarmowego, ale i catego organizmu®®. W wielu badaniach
poswieconych sktadowi GM oraz MDM wykorzystano wiasnie ten materiat do badan. Dlatego
tez w pracy przegladowej wchodzacej w sktad cyklu publikacjil® skupiono sie na sposobach

przygotowania probek katu do analiz przy pomocy GC-MS oraz LC-MS.

Na podstawie przegladu literaturowego ustalono, ze analiza MDMs w tak zlozonym
materiale jake kat jest duzym wyzwaniem pod wzgledem analitycznym i biochemicznym?®. Kat
jest do$¢ trudny do zbadania, poniewaz jest niejednorodny pod wzgledem sktadu, bogaty
w makroczgsteczki 1 czastki niestrawionego pokarmu, co moze komplikowaé ich analizg
metodami instrumentalnymi®?. Opracowanie procedury ekstrakcji pozwalajacej na unikniecie
efektu matrycowego moze by¢ bardzo skomplikowane. Ponadto, sktad katu jest wysoce zalezny
od czynnikow dietetycznych, a jednoczes$nie stanowi pierwotng probke, w ktorej wyraza si¢
metabolizm organizmu zywiciela i GM®. Dlatego tak wazne jest zastosowanie odpowiedniej
metodyki przygotowania probki i analizy metabolitow, ktora zrekompensuje duzg zmiennos¢

probkiZ.

Osocze 1 surowica sg probkami biologicznymi, ktére moga by¢ pozyskiwane w sposob
bardziej inwazyjny, ale analiza ich metabolomu moze rowniez odzwierciedla¢ zmiany w catym

organizmie®*, w tym w sktadzie MDMs®®®, Dodatkowo, analizy przy uzyciu GC-MS obu
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materialdw dostarczyly wielu cennych informacji odno$nie zmian w poziomie zwiazkow
drobnoczasteczkowych w kontekscie rozwoju T2DM®7878 Udowodniono réwniez, ze wiele
gatunkow GM majacych wpltyw na rozwoj T2DM wykazuje zwigzek z metabolitami
znajdujacymi si¢ we krwi*. Badania przeprowadzone przez Visconti i wsp.® potwierdzity, ze
chociaz stgzenie metabolitow zwigzanych z GM w krwiobiegu jest znacznie nizsze niz w kale,
to metabolity te odgrywaja wazng role w modulowaniu metabolizmu 0g6lnego gospodarza.
Dlatego tez na kolejnym ctapie badan poswigconych GM oraz T2DM, skupiliémy si¢ na
przegladzie literatury>®®89-°3 oraz informacjach dostepnych w HMDB odno$niec MDM
wykrywanych w probkach surowicy oraz osocza, a takze na szlakach metabolicznych, ktére
moga by¢ zaburzane przez GM. Efekty tej pracy przedstawiono w pierwszej czg$ci pracy
badawczej pt: ,,Optimization of a GC-MS method for the profiling of microbiota—dependent
metabolites in blood samples: an application to type 2 diabetes and prediabetes” wchodzacej w
sktad cyklu publikacji tworzacych niniejszg rozprawe. Odpowiednim narzgdziem do pomiaru
probek osocza oraz surowicy w kontekscie MDM jest metabolomika, gtéwnie

z wykorzystaniem takich technik analitycznych jak GC-MS czy LC-MS.

4.5. Metabolomika

Metabolomika jest bardzo dynamicznie rozwijajaca si¢ dziedzing nauki. Obok proteomiki,
transkryptomiki i genomiki odgrywa istotng role w badaniach z zakresu biologii systemow®,
Celem badan metabolomicznych jest poznanie kompletnego sktadu metabolitow
(metabolomu), ktéry zmienia si¢ w zaleznosci od stanu fizjologicznego, stopnia rozwoju
choroby badz obecnosci zaburzen w funkcjonowaniu komorek, tkanek, narzadu lub narzagdow
czy tez calego organizmu®. Metabolom cztowieka to zlozona kompozycja
drobnoczasteczkowych zwiazkoéw, zazwyczaj o masie molekularnej mieszczacej si¢
w granicach 80 — 1500 Da, nalezacych do roznych klas chemicznych. Wérdd nich wyréznia sig
m.in. CARBs, lipidy, AAs, peptydy, mineraty, aminy biogenne, nukleotydy, kwasy organiczne

(z ang. organic acids, OrgAs), witaminy czy hormony .

Obecnie metabolomika wykorzystywana jest powszechnie w badaniach biomedycznych
skupiajacych sie na poszukiwaniu nowych predyktoréw réznych chorob®’, badaniu efektow
terapeutycznych lekow lub substancji naturalnych o potencjale terapeutycznym®® badz tez
ocenie szlakow metabolicznych zaburzonych przez konkretng chorobe lub stan patologiczny®®.
W badaniach majacych na celu analize zmian w szlakach metabolicznych wywotanych przez
rozwdj choroby specyficzne probki biologiczne, pobrane bezposrednio w miejscu

wystepowania stanu patologicznego, moga dostarczy¢ bardziej szczegdtowych informacji
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na temat patogenezy choroby i jej progresjit®. Analiza metabolomiczna prébek biologicznych
moze poglebi¢ nasza wiedz¢ na temat mechanizméw molekularnych stojacych za rozwojem
T2DM, a nawet wskaza¢ szlaki metaboliczne, ktéore mogg by¢ obiecujacymi celami

terapeutycznymi dla nowych lekow czy probiotykdw.

W zaleznoéci od rodzaju przeprowadzanych badan wyrdzniamy niecelowane analizy
metabolomiczne, profilowanie metabolitow i analizy celowane. Analizy niecelowane
ukierunkowane sg na wykrycie mozliwie wszystkich zwigzkow obecnych w danej prébee. Ten
rodzaj analiz, szczegolnie cenny w przypadku badan dotyczacych stabo poznanego obszaru,
jest czegsto nazywany ,,metabolicznym odciskiem palca” (z ang. metabolic fingerprinting),
poniewaz ma na celu okreslenie profilu metabolitow typowego dla danego stanu biologicznego.
Dzigki informacjom uzyskanym w wyniku wielkoskalowych badan metabolomicznych
mozliwe jest zaobserwowanie i szczegdtowa analiza zalezno$ci wystepujacych w danym
uktadzie biologicznym. Profilowanie metabolitow skupia si¢ na analizie okre$lonej grupy
zwigzkow, nalezacych do danej klasy lub szlaku metabolicznego. Analizy celowane skupiajg
si¢ na oznaczeniu iloSciowym wybranego zwigzku lub grupy zwigzkow, dzieki czemu
preparatyka probki moze by¢ dostosowana do rodzaju metabolitéw, co zmniejsza zaktocenia

wynikajgce z obecnosci w matrycy innych czgsteczek.

Wsrdd roznych metod analitycznych stosowanych do pomiaru zwigzkéw biologicznych
popularno$é zyskala spektrometria mas!?, gtéwnie w polaczeniu ze wspomnianymi wczeéniej
technikami rozdziatu, tj. GC-MS czy LC-MS’. W poréwnaniu z technikg LC-MS, GC-MS ma
znacznie lepszg rozdzielczo$¢ chromatograficzng. Jest to rowniez wysoce powtarzalna i czuta
technika analityczna, zdolna do wykrywania szerokiej gamy MDMs zwigzanych z rozwojem
T2DM, takich jak AAs, FAs, CARBs i sterole. Ponadto, powtarzalne wzorce fragmentacji
molekularnej GC-MS sprawiaja, ze jest to jedno z najbardziej niezawodnych narzedzi
do badania metabolitow!4. Oznaczenie wszystkich MDMs przy uzyciu LC-MS wymagatoby
uzycia Kilku metod z wykorzystaniem réznych kolumn chromatograficznych!®. Biorac pod

uwage powyzsze w Swoich badaniach wykorzystatam platform¢ GC-MS.

4.5.1. Przygotowanie probek do analiz GC-MS

Ze wzgledu na bardzo duzg liczb¢ metabolitow wystepujacych w materiale biologicznym
oraz ich r6znorodnos¢, niecelowana analiza metabolomiczna probek biologicznych, réwniez
technika GC-MS, musi byé¢ poprzedzona doborem odpowiedniej strategii analitycznej'®. Nie

istnieje jedna uniwersalna metoda pozwalajaca na analiz¢ ilosciowg 1 jako$ciowa wszystkich
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metabolitdbw zawartych w badanej probce biologicznej®. Wynika to gtéwnie z faktu,
ze metabolity obecne w materiale biologicznym r6znig si¢ pod wzgledem zakresu st¢zen,

101 Wykonanie analiz przy uzyciu

mas czasteczkowych, stabilnosci, lotnosci oraz polarnosci
GC-MS wymaga doboru odpowiedniego rozpuszczalnika lub mieszaniny rozpuszczalnikéw
na etapie stracania biatek oraz ekstrakcji metabolitow, a takze przeprowadzenia dodatkowego
etapu jakim jest konwersja chemiczna zwigzkow okreslana w dalszej czgéci rozprawy jako

derywatyzacja'®.

W niecelowanych badaniach metabolomicznych odpowiednio dopracowana metoda
przygotowania probki powinna prowadzi¢ do uzyskania ekstraktu zawierajacego mozliwie jak
najszersze spektrum metabolitow nalezacych do réznych klas. Rozpuszczalniki najczesciej
stosowane na etapie przygotowania probek to: acetonitryl (ACN)"1% metanol (MeOH)¥?
lub mieszanin rozpuszczalnikdw takich jak: ACN:isopropanol (isoProp):H.0 (v:v:v; 3:3:2)8%
MeOH:H,0 (v:v; 9:1)1%, MeOH:isoProp:H20 (v:v:v; 3:3:2)% lub MeOH: etanol (EtOH) (V:v;
1:1)1%, W jednym z badan®* zostato potwierdzone, ze zastosowanie na etapie stracania biatek
oraz ekstrakcji mieszaniny rozpuszczalnikow o réznych witasciwosciach tj. hydrofilowych,
lipofilowych i srednio polarnych pozwala na uzyskanie probki zawierajacej szerokie spektrum
metabolitow. Istnieje kilka badan poroéwnujgcych uzyteczno$¢ réznych rozpuszczalnikow
do ekstrakcji metabolitow, jednak roznorodnos¢ wyekstrahowanych metabolitow, ktore
powigzane s3 Z GM nie byta duzal®171%  7oodnie z nasza najlepsza wiedza, brak jest
artykutow metodologicznych poroéwnujgcych uzyteczno$¢ tych rozpuszczalnikéw i ich
mieszanin do przygotowania probek surowicy lub osocza do analizy GC-MS w kontekscie
MDMs.

Jak juz wspomniano, przygotowanie probek do analiz przy uzyciu GC-MS wymaga
przeprowadzenia dodatkowego etapu derywatyzacji. Nie kazdy odczynnik moze by¢ uzywany
na tym etapie, musi on spelnia¢ szereg warunkoéw. Przede wszystkim powinien szybko
1 catkowicie reagowac z analitem, tworzy¢ z nim tylko jedng pochodna, ktora bedzie stabilna
na etapie rozdzialu chromatograficznego. Idealna reakcja derywatyzacji powinna mieé
nast¢pujgce cechy: (i) powinna by¢ wystarczajgco trwata, nawet w przypadku réznorodnych
i zlozonych matryc; (ii) odczynnik powinien selektywnie reagowaé z okreslong grupa
funkcyjng bez mozliwosci powstania produktéw ubocznych; (iii) odczynnik powinien by¢
tatwo syntetyzowany lub dostepny na rynku; (iv) pozostato$¢ odczynnika do derywatyzacji nie
moze zaktoca¢ rozdziatu i wykrywania pochodnych analitdw lub powinna by¢ tatwa

do usuniecia po reakcji derywatyzacji*C.
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Stosowanych jest kilka rodzajéow derywatyzacji, takich jak sililacja, acylacja
czy estryfikacja, ktore zostaty szczegdtowo opisane w pracy przegladowej wchodzacej w sktad
cyklu publikacji. W badaniach metabolomicznych standardowg procedurg derywatyzacji jest
sililacja'®!° Pochodne otrzymane w wyniku tego procesu charakteryzuja sic wicksza
lotno$cia, stabilno$cia oraz mniejsza polarnoécia niz substancje wyjsciowe’?. Najczesciej
przeprowadzana jest dwustopniowa derywatyzacja®, a pierwszy jej etap polega na reakcji
metoksyaminy z grupami karbonylowymi, wynikiem czego jest powstanie hydrazonéw
lub oksymow, a takze z grupami ulegajacymi enolizacji takimi jak aldehydy czy ketony. W ten
sposob stabilizowana zostaje miedzy innymi konformacja tancucha cukréw redukujacych
oraz zapewniana jest ochrona oa—ketokwasoéw przed dekarboksylacja'®. W drugim etapie
stosowana jest sililacja, ktéra prowadzi do zablokowania polarnych grup funkcyjnych
(np. aminowa, fosforanows, hydroksylowa, karbonylows, karboksylowa, sulfhydrylowa oraz
inne) poprzez ich podstawienie grupa trimetylosililowa (TMS) z zastosowaniem odczynnika
krzemoorganicznego (zwykle N,O-bis (trimetylsilyl) — trifluoroacetamid (BSTFA) lub N,O-
metyl(trimetylsilyl)- trifluoroacetamid, MSTFA)!!. Proces ten odbywa sie w obecnosci
katalizatora lub bez (zwykle 1% TMS, trimetylochlorosilan (TMCS), trifluoroacetamid, kwas
solny, octan potasu, piperydyna lub pirydyna)!*®. Grupa TMS przyczynia sie do zwigkszenia
stabilnosci chemicznej i termicznej, stabilizuje rodniki karbonylowe metabolitéw i zatrzymuje
przenoszenie tadunku, jak rowniez zwicksza lotnos¢ analitu®. Niestety, wraz ze wzrostem
liczby derywatyzowanych grup, istnieje prawdopodobienstwo otrzymania pochodnej, ktorej

masa czasteczkowa wykroczy poza zakres dzialania detektora (zazwyczaj 6501000 m/z)*!2,

Zgodnie z nasza najlepszg wiedza, dotychczas nie przedstawiono kompleksowej
optymalizacji metody, obejmujacej wpltyw popularnych rozpuszczalnikow i warunkow
derywatyzacji na profilowanie MDMs w prébkach osocza czy surowicy. Z tego powodu
przeprowadzili$my rownolegle poréwnanie roznych procedur przygotowania probek zarowno
dla surowicy i osocza, skladajacych si¢ z jednoczesnego wytracania bialek na bazie
rozpuszczalnika z ekstrakcja metabolitow 1 dwuetapowa derywatyzacja, koncentrujac
si¢ na wybranych MDMs. W oparciu o intensywnos$¢ sygnatu i jego wzglgdne odchylenie
standardowe (z ang. relative standard deviation, RSD) zoptymalizowano metode
przygotowania probki, aby uzyska¢ najlepsza mozliwa metode pomiaru wybranych
MDMs przy uzyciu GC-MS. Wyniki badan zostaly przedstawione w pracy

pt. ,,Optimization of a GC—-MS method for the profiling of microbiota—dependent metabolites
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in blood samples: an application to type 2 diabetes and prediabetes”, wchodzacej w sktad cyklu

publikacji tworzacych niniejsza rozprawg.

Optymalizacja zostala wykonana dla obu rodzajow probek pozyskiwanych z krwi peinej,
surowicy i osocza, poniewaz badania metabolomiczne pokazuja, iz profile metaboliczne obu
rodzajow probek roznig sie'!®, Pomimo tego, iz w zaleznosci od rodzaju, klasy lub konkretnego
metabolitu, jedna matryca moze by¢ lepsza od drugiej do pomiaru danego metabolitu,
to w praktyce oba rodzaje materialow biologicznych byly wykorzystywane w badaniach
metabolomicznych zwigzanych z T2DM przy uzyciu GC-MS!4, Ogbélnie ujmujac, surowica
jest preferowana ze wzgledu na nieco wyzsze stezenie metabolitow w poréwnaniu do osocza'®.
Deproteinizacja surowicy eliminuje frakcj¢ objetosciowa biatek wptywajac na to, ze pozostate
sktadniki o matej masie czasteczkowej znajduja si¢ w mniejszej objetosci, dzigki czemu sg
bardziej skoncentrowane. Z drugiej strony, istnicja badania potwierdzajace, ze poziom
niektorych metabolitéw jest mniejszy w surowicy w poréwnaniu z osoczem zawierajgcym Kwas
wersenowy (z ang. ethylenediaminetetraacetic acid, EDTA)6! Osocze jest czeiciej
wybierane ze wzgledu na powtarzalno$¢ samego procesu jego otrzymywania z krwi, co nie jest
dokladnie kontrolowane w przypadku surowicy!'’. Ze wzgledu na wszystkie wyzej
wymienione czynniki, podjeto wysitlek wykonania kompleksowej optymalizacji metody
do oznaczania MDM w obu matrycach. Ostatecznie zoptymalizowang metode zastosowano do
badan metabolomicznych majacych na celu porownanie profilu metabolitow w probkach
pochodzacych od czterech grup pacjentdbw tj. dwoch grup pacjentdbw ze stanem
przedcukrzycowym, w ktorych w jednej grupie po 5 latach obserwacji rozwineta si¢ T2DM,
natomiast pacjenci w drugiej grupie pozostali w stanie przedcukrzycowym. W pracy badawczej
wchodzacej w sktad cyklu publikacji pt. ,,Optimization of a GC—MS method for the profiling
of microbiota—dependent metabolites in blood samples: an application to type 2 diabetes and
prediabetes” na prosbe recenzentéw przedstawiono wyniki tylko dla porownania profilu
pacjentow w stanie przedcukrzycowym z osobami u ktérych potwierdzono T2DM (prébki
pobrane po 5 latach obserwacji). Natomiast w rozprawie zostaly przedstawione wyniki

dla wszystkich czterech porownan.

4.6. Metody analizy danych metabolomicznych

Niezwykle istotnym etapem badah metabolomicznych jest analiza ogromnych ilo$ci
danych uzyskiwanych podczas pomiarow z wykorzystaniem spektrometrii mas. Wraz
z rozwojem metod analizy instrumentalnej, opracowywane sg coraz to wydajniejsze narzedzia

przetwarzania i normalizacji danych, a takze ich analizy statystycznej. Powstajg rowniez bazy
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widm masowych oraz zintegrowane platformy umozliwiajace korelacje danych. Dane
wygenerowane przy uzyciu techniki GC-MS wymagaja kompleksowej analizy wstepnej zanim
zostang poddane analizie statystycznej. Obecnie naukowcy dysponujg programami
pozwalajgcymi na stosunkowo szybka i zautomatyzowang wstepng integracje danych

przy pomocy odpowiednich algorytmdw.

Kolejnym etapem pracy z danymi metabolomicznymi jest ich analiza statystyczna,
pozwalajgca okresli¢ poziomy ktérych metabolitow réznig si¢ pomiedzy porownywanymi
grupami w sposoéb istotny statystycznie. W przypadku poréwnan pomigedzy dwoma grupami
wykorzystywane sg czgsto proste testy, jak test t-Studenta lub U-test Manna—\Whitney’a.
W miar¢ wzrostu poziomu zlozonosci eksperymentu mozna postuzy¢ si¢ analizg wariancji (z
ang. analysis of variance, ANOVA) lub jej wielowymiarowg odmiang (z ang. multivariate
analysis of variance, MANOVA)!® Réwnolegle do klasycznych metod statystycznych
wykorzystywane sa metody wielowymiarowe, ktore stuzg okresleniu korelacji pomigdzy
poszczegdlnymi badanymi grupami oraz umozliwiaja wizualizacj¢ danych. Do najczesciej
wykorzystywanych metod tego typu nalezg, m.in. analiza gtéwnych sktadowych
(z ang. principal component analysis, PCA), analiza sktadowych niezaleznych
(z ang. independent component analysis, ICA) oraz hierarchiczna analiza klastrow

(z ang. hierarchical cluster analysis, HCA).

Podczas analiz metabolomicznych uzyskuje si¢ widma masowe na podstawie ktorych
identyfikuje si¢ zmierzone metabolity. Do identyfikacji zwigzkow wykorzystuje si¢ bazy widm
masowych, zarowno ogoélnodostgpne: MassBank, The Golm Metabolome Database,
jak i komercyjne: Wiley Registry of Mass Spectral Data, MS/MS Spectral Libraries, NIST
Standard Reference Database!'®. Aby przypisaé¢ zidentyfikowane zwiazki do wiasciwych
szlakdw metabolicznych mozna wykorzysta¢ nast¢pujace bazy: KEGG, BioCyc, PubChem

czy ChemBank*?°.
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5. Omowienie prac skladajacych si¢ na rozprawe doktorska

5.1. Cele pracy

Gléwnym celem badan bylo poszukiwanie metabolitdw zwigzanych z florg jelitowa,

wskazujacych na ryzyko rozwoju T2DM.

Aby zrealizowad cel gtéwny, zrealizowano nastepujace cele posrednie:

1. Opracowano metodyke przygotowania probek do analiz przy uzyciu GC-MS, dopasowang
do pomiaru wybranych MDMs.

2. Zastosowano metode GC-MS do pomiaru metabolitdbw w surowicy krwi oséb zdrowych,

w stanie przedcukrzycowym i ze zdiagnozwoang T2DM.

3. Wykorzystano  technikg GC-MS do oceny  popositkowych  (positek
wysokoweglowodanowy (WW) i normowgglowodanowy (NW)) zmian w profilu metabolitow
0socza u 0s6b z genotypem ryzyka rozwoju T2DM w genie PROX1 w poréwnaniu do osob
zZ genotypem ochronnym.
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5.2. Materialy i metody

Badania zostaty przeprowadzone z wykorzystaniem archiwalnego materiatu biologicznego
tj. probek surowicy oraz osocza zgromadzonego podczas realizacji projektu pt. ,,Rola
czynnikow behawioralnych, antropometrycznych i molekularnych w rozwoju cukrzycy typu 2
— projekt 1000PLUS” 22, Protokét badan uzyskat akceptacje Komisji Bioetycznej Uniwersytetu
Medycznego w Biatymstoku (nr zgdd: R-1-002/290/2008/2009, R-1-002/35/2014 oraz
APK.002.239.2022).

5.2.1. Grupy badane i material wykorzystany w trakcie poszczegélnych badan

Publikacja nr 2

Do optymalizacji metody przygotowania prébek wykorzystano material pobrany
od zdrowych ochotnikéw. Od kazdego z nich pobrano probki krwi, z ktdrych uzyskano osocze
i surowice. Badania wlasciwe przeprowadzono na probkach zgromadzonych w ramach projektu
1000PLUS. Do badan wtaczono probki pobrane od 42 pacjentdéw, u ktorych stwierdzono stan
przedcukrzycowy na etapie wlaczenia do projektu. Podczas 5-letniej obserwacji 24 z nich
rozwingto T2DM (grupa T2DM_T2), a pozostatych 18 pacjentow dalej miato stan
przedcukrzycowy (grupa PreDiab_T2). Ostatecznie probki podzielono na cztery grupy:
PreDiab_T1 (n=18), PreDiab_T2 (n=18), fT2DM_T1 (n=24), T2DM_T2 (n=24) (Rycina 7).

PreDiab_T1 PreDiab_T2
(N=18) (N=18)
Follow-up
fT2DM_T1 T2DM_T2
(N=24) (N=24)

Rycina 7. Podziat pacjentéw uwzglednionych w badaniu.

Diagnostyka T2DM i stanu przedcukrzycowego byla przeprowadzana w oparciu
0 wytyczne PTD (opisane we wstepie niniejszej rozprawy) tj. na podstawie pomiarow stezenia
glukozy podczas OGTT w 0 i/lub 120 min. W pierwszym punkcie czasowym (T1) badane grupy
nie roznity sie istotnie pod wzgledem wskaznika masy ciata (BMI), stezenia glukozy w czasie

0 (FG) i 120 minucie OGTT, insuliny na czczo, HbAlc, lipoproteiny niskiej gestosci (z ang.
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low—density lipoprotein, LDL), lipoproteiny wysokiej ggstosci (z ang. high—density lipoprotein,
HDL), cholesterolu catkowitego, triglicerydéw, wskaznika insulinopornosci (z ang.
Homeostatic Model Assesment — Insulin Resistance, HOMA-IR) oraz wskaznika funkcji
komorek g trzustki (z ang. Homeostasis Model Assessment of p—cell function, HOMA-B).
Podczas wizyty kontrolnej (follow-up) takie parametry jak FG, st¢zenie glukozy w 120 minucie
OGTT oraz HbAlc byly podwyzszone u pacjentow z grupy T2DM_T2. W Tabeli 2
przedstawiono mediang i zakres warto$ci uzyskanych z pomiarOw antropometrycznych oraz

biochemicznych.
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Tabela 2. Zestawienie danych klinicznych dla pacjentéw z Publikacji nr 2.

Grupa kontrolna (N= 18) T2DM (N=24)
i i _ _ *p—wartos¢ *p—wartos¢
. Wizyta 1 Wizyta 2 Wizyta 1 Wizyta 2 . .
Parametry kliniczne . . Wizyta 1 Wizyta 2
PreDiab_T1 PreDiab_T2 fT2DM_T1 T2DM_T2
Wiek [lata] 54,6 (33,4-65,9) 56,4 (37,4-70,9) 58,3 (28,9-65,1) 62,5 (41.2-69.2) 0,157 0,146
Kobieta/Mezczyzna 8/1 11/13 - -
BMI [kg/m?] 33,0 (25,5-46,7) 33,6 (23,7-47,1) 31,5 (22,8-47,2) 32,5 (21,3-49,4) 0,187 0,219
FG [mg/dL] 107 (100-117) 110 (101-121) 108 (84-128) 131 (138-171) 0,876 0,002
Glukoza 120 min
124,5 (68,0-182,0) 126,0 (72,0-190,0) 147,5 (68,5-192,0) 206,0 (160,0-229,0) 0,132 <0,001
[mg/dL]
Insulina [pU/mL] 13,80 (5,59-29,04) 126,00 (72,00-190,00) 11,97 (5,98-35,09) 16,35 (4,73-58,81) 0,618 0,880
HbAlc [%0] 5,80 (4,10-6,40) 5,80 (5,10-6,40) 5,95 (4,90-6,60) 6,15 (5,30-7,70) 0,308 0,006
Calkowity cholesterol
196 (166-324) 181 (125-284) 191 (129-321) 174 (138-310) 0,458 0,723
[mg/dL]
LDL cholesterol
123,0 (93,8-228,0) 105,1 (53,6-221,6) 118,2 (57,4-213,0) 93,8 (60,4-213,4) 0,471 0,348
[mg/dL]
HDL cholesterol
49,5 (32,0-107,0) 49,7 (29,0-125,0) 51,5 (40,0-71,0) 52,0 (36,0-89,0) 0,517 0,319
[mg/dL]
Tréjglicerydy
132 (41-227) 107 (33-229) 117 (45-491) 125 (44-232) 0,131 0,875
[mg/dL]
HOMA-IR 3,4 (1,5-7,8) 4,3 (2,8-10,4) 3,0(1,5-94) 5,2 (1,1-20,0) 0,783 0,479
HOMA-B 112,4 (43,0-275,0) 112,0 (71,0-216,0) 97,0 (42,0-349,0) 85,0 (19,0-277,0) 0,687 0,112

*BMI — wskaznik masy ciata; FG — stezenie glukozy na czczo; HbAlc— stezenie hemoglobiny glikowanej; LDL — lipoproteiny niskiej gestosci; HDL — lipoproteiny wysokiej

gestosci, LDL — lipoproteiny niskiej gestosci; HOMA—-IR — wskaznik insulinooporno$ci; HOMA-B — wskaznik funkcji komorek f trzustki; p — warto$¢ obliczona na podstawie

U-testu Manna Whitneya.
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Publikacja 3

Badania przeprowadzono na probkach osocza pobranych od 18 zdrowych mezczyzn
(uczestnikdw badania 1000PLUS), 12 z genotypem ryzyka w genie PROX1 oraz 6 z genotypem
ochronnym. Podziat na grupy przeprowadzono na podstawie polimorfizmu rs340874 w genie
PROX1. Do grupy wysokiego ryzyka (z ang. high risk, HR) wiaczono homozygotycznych
nosicieli allelu wysokiego ryzyka C (genotyp CC, n=12), a do grupy niskiego ryzyka (z ang.
low risk, LR) homozygotycznych nosicieli allelu ochronnego T (genotyp TT, n=6). Grupy byty
dopasowane pod wzgledem wieku, parametrow antropometrycznych, FG, insuliny, a takze
HOMA-IR, HOMA-B czy HbAlc (Tabela 3). Na podstawie analizy otrzymanych wynikow
u zadnego z uczestnikow nie stwierdzono T2DM czy stanu przedcukrzycowego. Zebrane
informacje na temat dziennej miary aktywnosci fizycznej pokazaly, ze wszyscy uczestnicy
posiadali umiarkowang lub wysokg (wigkszo$¢ uczestnikow) aktywno$¢ fizyczng. Dzienne
spozycie energii bylo rowniez podobne u wszystkich uczestnikow (1991.84529.7 kcal)
z 20.4+4.4% (19.4£1.4% vs 21.6+£4.3% dla LR vs HR, p=0.4) energii z biatka, 33.6+5.8%
(33.9£10.0% vs 31.7+5.3% dla LR vs HR, p=0.9) z tluszczu i 42.0£6.3% (41.4+6.2% vs
42.7+6.8% dla LR vs HR, p=0.9) z CARBs. Po okoto pieciu latach od pierwszej wizyty
uczestnicy z kohorty 1000PLUS zostali wezwani na wizyt¢ kontrolng. U szeSciu osob
z grupy nosicieli alleli ryzyka w rs340874 PROX1 zaobserwowano pogorszenie wybranych
parametrow Klinicznych (np. glikemia na czczo, HOMA-IR, HbAlc), ktore wskazuja
na rozwéj T2DM.
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Tabela 3. Zestawienie danych klinicznych dla pacjentéw z grup HR i LR (Publikacja nr 3).

Parametry kliniczne HR LR *p-wartos¢
Wiek [lata] 35,8+6,9 35,2+9,0 0,88
Waga [Kkg] 91,8+ 22,2 93,6 £ 23,5 0,89
BMI [kg/m?] 28,1+54 29,1+78 0,79
Zawartos¢ tkanki thuszczowej [%] 23,677 23,8 +9,6 0,96
Beztluszczowa masa ciala [%] 76,3+ 10,1 74,3+9,0 0,88
Talia [cm] 105,5+ 21,5 107,4 + 21,3 0,94
Biodra [cm] 108,0+ 10,0 104,4+ 15,6 0,79
WHR 0,97 +0,11 1,03+0,16 0,66
FG [mg/dl] 84,7+5,1 86,2+ 7,6 0,65
Aktywnos$¢ insulin nad czczo [IU/mL] 9,775 10,4+ 8,7 0,87
HOMA-IR 21+18 22+19 0,89
HOMA-B 150,2 £ 81,4 188,2 + 156,3 0,53
HbAlc 52+0,3 52+0,5 0,77

*BMI — wskaznik masy ciata; FG — stezenie glukozy na czczo; HbAlc— stezenie hemoglobiny glikowanej;
HOMA-IR — wskaznik insulinoopornosci; HOMA-B — wskaznik funkcji komorek S trzustki; p-warto$¢ obliczona

na podstawie U-testu Manna Whitneya.

Osoby badane otrzymaty dwa rodzaje positkow: WW/ beztluszczowy (Nutridrink Fat Free,
w ktorym 89% energii pochodzi z CARBs, 0% z tluszczow, 11% z biatek, 450 kcal)
i NW/wysokobiatkowy (Cubitan, w ktorym 45% energii pochodzi z CARBs, 25%
z thuszczoéw, 30% z bialek, 450 kcal). Krew do analiz metabolomicznych zostata pobrana

na czczo oraz 30, 60 1 120 min po spozyciu positku.

5.2.2. Pobieranie materialu do badan

W celu pozyskania prébek osocza, krew pobierano do prob6éwek S—Monovette
zawierajacych KsEDTA (SARSTEDT, Niemcy). Nastepnie krew odwirowywano przy 15400
X g przez 10 min w 4°C. W przypadku probek surowicy, krew pobierano do probdwek
S—Monovette zawierajacych aktywator krzepnigcia. Nastgpnie probowki przechowywano
W pozycji pionowej w temperaturze pokojowej przez 60 minut, aby umozliwi¢ utworzenie
skrzepu. Probowki odwirowywano w poziomym rotorze (z odchylana glowicg) przez 10 minut
przy 1300 x g w temperaturze pokojowej (z ang. room temperature, RT). Po odwirowaniu
frakcje surowicy lub osocza przenoszono do proboéwek Eppendorfa i przechowywano w —80°C

do momentu wykonania analiz.

5.2.3. Metabolity uwzglednione do analiz za pomoca GC-MS

Pomiarami analitycznymi obj¢to 75 MDMs (Publikacja 2). Metabolity te zostaty wybrane

na podstawie przegladu literatury®*868°-% oraz informacji zawartych w HMDB (www.hmdb.ca,
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dostep 20 kwietnia 2022). Wybrane metabolity stanowig duzg i réznorodng grupg zwigzkow
zroznicowanych pod wzgledem budowy chemicznej, wlasciwosci fizykochemicznych, jak
rowniez stabilnoéci w trakcie analiz przy uzyciu GC—MS. List¢ analizowanych metabolitow
zestawiono w Publikacji nr 2 wchodzacej w sktad cyklu publikacji tworzacych niniejsza

roZprawe.

5.2.4. Powtarzalno$¢, odtwarzalno$¢ i stabilno§¢ pomiaru wybranych

metabolitéw

W celu okreslenia optymalnych warunkéw podczas opracowywania metody przygotowania

probek do pomiaru MDMs, wzigto pod uwage nast¢pujace kryteria:
1) powtarzalno$¢ pomiarOw,
2) intensywnosci pikow dla poszczeg6linych metabolitow,

3) intensywno$¢ catkowita (z ang. total intensity, TI), ktora jest sumg intensywnos$ci

poszczegblnych metabolitow,
4) odtwarzalno$¢ pomiaru,

Stabilnos¢, powtarzalnos$¢ i odtwarzalno$é pomiaréow dla 75 MDMs oceniono obliczajac
RSD na podstawie intensywnosci pikéw otrzymanych dla kazdego metabolitu
w zmierzonych probkach. W celu wyznaczenia powtarzalno$¢ przeanalizowano probki 0socza
oraz surowicy w 50 powtorzeniach kazda, wykonujac analizy przy optymalnych parametrach
metody. W celu wyznaczenia odtwarzalno$ci przeanalizowano po 10 probek osocza i surowicy
w trzech sekwencjach. W celu wyznaczenia stabilnosci 75 MDMs, przygotowane probki osocza
oraz surowicy przeanalizowano przy uzyciu GC-MS po 8, 24, 36 i 48 godzinach

od przygotowania, przechowujac je w RT, na automatycznym podajniku do probek.

5.2.5. Optymalizacja metody przygotowania probek

Na etapie optymalizacji, wptyw testowanych parametréow byt oceniany w oddzielnych
sekwencjach, a przygotowanie probek, z uwzglednieniem badanej przez nas zmienngj
wykonane zostalo w trzech powtorzeniach. Wszystkie optymalizowane parametry
oraz testowane zakresy ich wartosci zostalty wybrane na podstawie przegladu literaturowego,
jako najczesciej stosowane podczas przygotowania probek osocza oraz surowicy w badaniach
metabolomicznych3%94121-125 W jednej sekwencji analizowane byty probki badane, kontrolne

(z ang. quality control, QCs) oraz §lepe proby.
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Pierwszym optymalizowanym parametrem byt dobor rozpuszczalnika do wytracenia biatek
oraz ekstrakcji. Nastepnie na etapie derywatyzacji zoptymalizowano rézne zmienne. Najpierw
przetestowano wplyw stezenia (1040 mg/ml, w objetosci 10 pl), a nastepnie objetosci
(1050 pl) chlorowodorku O—metoksyaminy w pirydynie, rozcienczonego do objetosci 120 pl
heptanem zawierajgcym Wzorzec wewnetrzny (z ang. internal standard, 1S). W kolejnym etapie
zbadano wplyw warunkOw reakcji tj. temperatury i czasu na dwustopniowy proces
derywatyzacji. W pierwszym etapie, tj. metoksymacji (MeOx), badano wpltyw czterech
programow temperaturowych i) 37°C przez 30 min (P1), ii) 70°C przed godzing (P2), iii) RT
przez 16 godzin (P3) oraz iv) 70°C przez godzing, a nastgpnie przez 16 godzin w RT (P4).
Podczas optymalizacji warunkow na pierwszym etapie, do drugiego etapu stosowano program
temperaturowy 37°C przez 30 minut. Nastepnie, podczas optymalizacji drugiego etapu
tj. sililacji, testowano rowniez cztery programy temperaturowe 37°C i 70°C (przez 30 i 60

minut).
5.2.6. Przygotowanie probek klinicznych

Do stracenia bialek oraz ekstrakcji probek surowicy (50 ul) wykorzystano 150 pl
(MeOH:H0, 9:1, v:v) (1:3, —20°C) zawierajacego IS1 tj. kwas 4-nitrobenzoesowy o stezeniu
25 ppm, a nastgpnie przeprowadzono dwustopniowy proces derywatyzacji: 1) MeOX z 30 puL
chlorowodorku O-metoksyaminy w pirydynie (30 mg/ml, RT, 16 godzin), a nast¢pnie
2) sililacji z 30 puL MSTFA zawierajacym 1% TMCS (70°C, 1 godzina) (Rycina 8).
W koncowym etapie do probek dodano 60 UL heptanu zawierajacego IS2 tj. stearynian metylu

o stezeniu 20 ppm.

Osocze (40 ul) odbiatczano poprzez dodanie 120 pl (ACN) (1:3, —20°C) zawierajacego
IS1 tj. kwas 4-nitrobenzoesowy o stezeniu 25 ppm, a nastepnie przeprowadzono dwustopniowg
derywatyzacj¢: 1) MeOX z 10 pL chlorowodorku O—metoksyaminy w pirydynie (15 mg/ml,
RT, 16 godzin), a nastepnie 2) sililacje z 10 uL. BSTFA zawierajacym 1% TMCS (70°C,
1 godzina) (Rycina 8). W koncowym etapie do probek dodano 100 pL heptanu zawierajgcego
IS2 tj. stearynian metylu o stezeniu 20 ppm.

Probki QCs, ktdre wykorzystano do wyliczenia warto$ci RSD zostaly przygotowane w ten
sam sposob jak probki badane. Szes¢ probek QCs zostato nastrzyknietych przed analizg probek
klinicznych, w celu osiagnigcia stanu réwnowagi ukladu, aby zapewni¢ powtarzalnos$é
pomiaru. W kazdej sekwencji na poczatku analizowano mieszaning estrow metylowych

kwasow thuszczowych (z ang. fatty acids methyl esters, FAMES), mieszaning n—alkanow, $lepa
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probe oraz sze$¢ probek QCs, a po kazdych o$miu nastrzyknieciach probek badanych

nastrzykiwano jedna probke QC. Pod koniec sekwencji ponownie nastrzykiwano jedng probke
QC oraz $lepa probe.

Odparowanie w 2
ko:centratorze Inkubacja Inkubacja 1h, AI'::"H (?:'MS.
prozniowym po Dodanie 10 uL 16 h, RT, 70°C. Nakoniec, entyfikacja
wytrzasaniu MeOX (15 mg/mL) dodanie 10 pL dodanie 100 pL metabolit6w,
(5 min) wytrzasanie (5 min), Przetwarzanie
heptanie danych,
Analiza
statystyczna,
Interpretacja
biolggiczna

40 pl osocze
+120puL
25 ppm 4-NBA
wACN (1:3,-
20°C)

BSTFA+1% TMCS, 20ppm IS2w
i odwirowaniu sonifikacja (2 min) wytrzasanie
(4°C, 10 min, (2 min)
16000g)

b)

Searmwanie w Analiza GC-MS,
koncentratorze Inkubacja Inkubacja 1h, Identyfikacja 2
50 pL surowica prézniowym po Dodanie 30 uL 16h, RT, 70°C. Na koniec, .
+150uL wytrzasaniu MeOX (30 mg/mL) dodanie 30 uL dodanie 60 pL metabolitéw,
25ppm 4-NBAW ) wytrzasanie (Smin), | MSTFA+1% TMCS, 20 ppm 12w Przetwarzanie
MeOH:H,0, 9:1, i odwirowaniu sonifikacja (2 min) wytrzasanie heptanie da“YFh:
viv) (1:3,-20°C) (4°C, 10 min, (2 min) Analiza
16000g) statystyczna,
Interpretacja

-Surewica— -

* 4-NBA- kwas nitrobenzoesowy, MeOX- chlorek O-metoksyaminy HCl w pirydynie

Rycina 8. Przygotowanie probek klinicznych: a) osocze i b) surowica.
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5.2.7. Analizy GC-MS

Rozdziat chromatograficzny prowadzono na kolumnie kapilarnej DB-5-MS (30 m x 0,25
mm, wypetnionej fazag 5% difenylo— i 95% dimetylopolisiloksanu o grubosci 0,25um)
z zastosowaniem helu jako gazu nosnego (przeptyw 1,0 mL/min) oraz temperaturg kolumny
wynoszgcg 60°C (przez pierwsze 10 minut), a nastepnie w gradiencie temperatury rosngcym
z szybkoscig 10°C /min do 325°C utrzymane w najwyzszej temperaturze przez 1 minute
(catkowity czas analizy 37,5 minut). Analizy zostaty wykonane przy pomocy GC-MS (GC —
model 7830B, detektor MS — model 7000D, oba Agilent Technologies, Santa Clara, California,
USA). Identyfikacja metabolitow zostala wykonana na podstawie dostepnych baz danych
(NIST, Fiehn) oraz wtasnej biblioteki. Wstepne opracowanie otrzymanych danych wykonano
przy pomocy oprogramowania Mass Hunter Unknown 10.1, Mass Hunter Quantitative
Analysis 10.1, Mass Hunter Qualitative Analysis B.06.00 oraz Mass Profiler Professional
B12.1 (wszystkie Agilent Technologies, Santa Clara, California, USA).

5.2.8. Analiza statystyczna danych metabolomicznych uzyskanych dla préobek
klinicznych — Publikacja nr 2

Zmienne istotne statystycznie zostaly wyselekcjonowane przy pomocy statystyki
wielowymiarowej tj. analizy dyskryminacyjnej zmiennych ortogonalnych najmniejszych
kwadratow (z ang. Orthogonal Partial Least Squares Discriminant Analysis, OPLS-DA).
Metabolity uznawano za istotne statystycznie jezeli spelnialy dwa warunki: warto$¢
[p (corr)]>0.4 i warto$¢ znaczenia zmiennej w projekcji (z ang. variable importance in the
projection VIP) >1. Walidacj¢ modeli OPLS-DA przeprowadzono metodg walidacji
krzyzowej, stosujac podejscie opisane we wczesniejszej publikacji'?®®. Statystyka
wielowymiarowa zostala wykonana w programie SIMCA-P+ 13.0.3.0 (Umetrics, Umea,
Szwecja). W celu sprawdzenia przydatnosci istotnych statystycznie metabolitow jako
potencjalnych biomarkeréw predykcyjnych T2DM wykonano analize oceny jakosci

klasyfikatora (z ang. receiver operating characteristic, ROC) w MetaboAnalyst 5.0.

5.2.9. Analiza statystyczna probek klinicznych — Publikacja nr 3

Analize statystyczna przeprowadzono niezaleznie dla kazdego z positkéw, WW 1 NW.
W zwigzku z niewielka liczebnos$cia grup, analize danych przeprowadzono z wykorzystaniem
metod nieparametrycznych. W probkach zaleznych réznice w poziomie metabolitu w 30, 60’
1 120" po spozyciu positku w poréwnaniu do poziomu na czczo oceniano testem Wilcoxona,

podczas gdy test Manna —Whitney’a uzyto do zbadania réznic w poziomie metabolitow na
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czczo migdzy grupami HR 1 LR. Za istotne statystycznie uznano cechy metaboliczne o warto$ci

p <0.05. Analize statystyczng przeprowadzono przy uzyciu oprogramowania R (wersja 4.0.0).

6. Wyniki

6.1. Optymalizacja metody przygotowania prébek osocza i surowicy

Pierwszym krokiem przed rozpoczeciem optymalizacji metody przygotowania probek
do badan byto sprawdzenie, ktore metabolity zwigzane z GM sa wykrywane w 0S0Czu
i surowicy przy uzyciu GC-MS. Po wstepnej obrobce danych (dekonwolucji, wyréwnaniu
i normalizacji danych do 1S) uzyskano 102 cechy metaboliczne dla obu matryc.
Po uwzglednieniu pochodnych tworzacych si¢ w wyniku derywatyzacji dla niektorych AAs
i CARBs pozostato 85 metabolitow. Metabolity przefiltrowano, pozostawiajac tylko te, ktorych
RSD w probkach QC byto ponizej 30% w obu badanych matrycach. Ostatecznie wybrano 75
MDMs nalezacych do roznych Kklas, ktore biora udziat m.in. w takich szlakach biochemicznych
jak cykl kwasow trikarboksylowych; metabolizmu pirogronianu, tryptofanu, histydyny,
glutationu; biosynteza nienasyconych kwaséw tluszczowych, pierwotnych kwasow
z0kciowych,  kwasow  tluszczowych;  waliny, leucyny i izoleucyny; szlaku
pentozofosforanowego oraz glukoneogenezy. Szczegdtowa lista metabolitow uwzglednionych

do optymalizacji umieszczona zostata w publikacji nr 2 wchodzacej w sktad cyklu.

6.2.  WYybdr rozpuszczalnika do ekstrakcji metabolitow z osocza lub surowicy

W pierwszym etapie optymalizacji dobierano rodzaj rozpuszczalnika do stragcania biatek
i ekstrakcji metabolitow. Zostata sprawdzona skutecznos¢ powszechnie stosowanych
mieszanin rozpuszczalnikow tj.: ACN:isoProp:H20 (v:viv; 3:3:2) MeOH:H>O (viv; 9 :1);
MeOH:isoProp:H2O  (viviv; 3:3:2), MeOH:EtOH (viv; 1:1) (okreslane dalej jako
rozpuszczalniki) oraz ACN. Na Rycinach 9 i 10 przedstawiono wartosci RSD
oraz intensywnosci sygnatow (panel (a) dla osocza, (b) dla surowicy) uzyskanych w trakcie

analizy 75 MDMs przy uzyciu platformy GC-MS.
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Rycina 9. Wykres stupkowy przedstawiajgcy warto$ci RSD < 10, 20, 30 oraz >40% dla poszczeg6lnych MDMs w zaleznosci od rodzaju uzytego

rozpuszczalnika do ekstrakcji MDMs z probek (a) — osocza oraz (b) — surowicy.
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Na podstawie wynikdw zaprezentowanych na powyzszych rycinach wybrano najlepsza
mieszaning  rozpuszczalnikow  ekstrakcyjnych.  Intensywno$ci  sygnatéw  uzyskane
dla  metabolitow  wyekstrahowanych za  pomocg  MeOH:H O  (viv;  9:1)
oraz MeOH:isoProp:H2O (v:viv; 3:3:2) byly porownywalne. Analiza probek osocza
przygotowanych przy uzyciu mieszaniny MeOH:H>O (v:v; 9:1) umozliwita uzyskanie RSD
w zakresie od 10-20% dla 21 MDMs oraz ponizej 10% dla 51 MDMs. W przypadku analizy
prébek surowicy, RSD miescito si¢ w zakresie 0,5-8,5% i 10,1%-19,7% odpowiednio dla 40
i 23 MDMs. Ekstrakcja metabolitow przy pomocy MeOH:isoProp:H20 (v:v:v; 3:3:2) pozwolita
na uzyskanie warto$ci RSDs, ktore miescity si¢ w zakresie 0,7-9,5% i 10,2-19,6%
odpowiednio dla 30 i 28 MDMs. Natomiast w probkach osocza, wartosci RSDs w zakresie 2,4—
9,6% i 10,5-19,0% odpowiednio dla 22 i 30 MDMs. Ponadto w przypadku obu matryc
uzyskane wartosci RSDs obliczone na podstawie zmierzonych intensywnosci sygnatow
po ekstrakcji z ACN, MeOH:isoProp:H20 (v:v:v; 3:3:2) i MeOH:EtOH (v:v, 1:1) mialy szerszy
zakres RSDs i wigksza liczbg MDMs w zakresie RSD od 30% do 40% i powyzej 40%, niz przy
uzyciu pozostatych rozpuszczalnikoéw ekstrakcyjnych. Uzyskane wyniki badan pokazaty,
ze najbardziej powtarzalna ekstrakcja byta w przypadku zastosowania mieszaniny MeOH:H>O

(v:v; 9:1), ktdra zostata wybrana do kolejnego etapu optymalizacji.

6.3. Dobor stezenia i objetosci odczynnika do metoksymacji

W kolejnym etapie optymalizacji metody przygotowania probek do pomiaru 75 MDMs
pordwnano wplyw roznych stgzen i objetosci odczynnika do MeOx, chlorowodorku
O-metoksyaminy w pirydynie, na efektywnos¢ procesu derywatyzacji (Rycina 11). Najpierw
sprawdzono sze$¢ powszechnie stosowanych stezen tego odczynnika w zakresie od 15 do 40
mg/ml (co 5 mg/ml), dodawanych w objetosci 10 pl do obu matryc (po etapie sililacji
uzupelionych do objetosci 120 pl heptanem, zawierajacym IS2). W probkach osocza
intensywno$¢ pikow dla wigkszosci analizowanych MDMSs (46 z 75) zwickszala si¢ wraz ze
wzrostem st¢zenia Stosowanego odczynnika do MeOx do uzyskania stezenia 30 mg/ml,
z pewnym wyjatkiem dla AAs. Intensywno$¢ analizowanych metabolitow zmniejszyta sie,
gdy stezenie chlorowodorku O-metoksyaminy w pirydynie byto wyzsze niz 30 mg/ml.
W probkach surowicy najwyzszg intensywno$¢ obserwowano przy uzyciu stezenia 30 mg/ml.
Wykorzystanie wyzszych stezen skutkowato uzyskaniem wspotmiernych intensywnosci pikow
dla metabolitow z wyjatkiem wynikow uzyskanych dla kreatyniny (Cre) i AAs (Ala, Phe,
metioniny (Met) i Thr). Intensywno$¢ pikow tych AAs zmniejszata si¢ wraz ze wzrostem

stezenia odczynnika do MeOx. TI byla najwyzsza przy zastosowaniu stezenia 30 mg/ml
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w probkach surowicy oraz 25 mg/ml w probkach osocza. Jako optymalng warto$¢
do przygotowania obu rodzajow prébek wybrano stezenie chlorowodorku O-metoksyaminy
w pirydynie réwne 30 mg/ml. Wyniki uzyskane dla MDMs po przygotowaniu probek
z wykorzystaniem wybranego stezenia odczynnika do MeOXx charakteryzowaly si¢ najnizsza
warto$cig mediany dla RSD intensywnosci sygnatdw, tj. 9,2% w osoczu i 6,4% w surowicy
(Tabela 4). Obliczone wartosci RSD bylty ponizej 20% dla 58 MDMs w osoczu i dla 71 MDMs

W surowicy.

150000000
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120000000 4
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TI
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50000000
15 20 25 30 35 40

mg/mL

Rycina 11. Wykres zaleznosci sumy intensywnos$ci sygnatow (TI) dla MDMs od uzytego

stezenia chlorowodorku O—metoksyaminy w pirydynie.

Tabela 4. Por6wnanie wptywu réznych stezen O—metoksyaminy HCI w pirydynie (mg/ml) na

powtarzalno$¢ pomiaru 75 MDM w obu matrycach.

15 20 | 25 | 30 | 3 | 40
RSD [%] (mg/mL)
Liczba MDMs (osocze/surowica)*
<10 2/25 16/36 20/53 39/42 30/52 25/7
<20 1/29 24/20 24/12 18/27 20/8 22/24
<30 2/8 8/6 9/3 712 7/8 7/18
> 30 70/13 27/13 2217 11/4 18/7 21/26
Mediana RSD [%] | 84,3/14,7 | 18,6/11,0 | 16,4/6,7 | 9,2/6,4 | 14,2/9,0 | 14,0/25,1

* W tabeli przedstawiono liczbe MDMs z RSD dla osocza/surowicy < 10 —30% i powyzej 30%.
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Nastepnie sprawdzono wptyw pigeciu réznych objetosci odczynnika do MeOx
na efektywno$¢ procesu derywatyzacji, tj. 10, 20, 30, 40 i 50 pl, o stezeniu 30 mg/mL (Tabela
5). Testy przeprowadzono stosujac tg samg objetoscig odczynnika do sililacji (MSTFA z 1%
TMCS), rozcienczonego po silylacji do 120 pl przy pomocy heptanu zawierajacego 1S2.
Wartosci T1 obliczone na podstawie sumy sygnatdw wzrastaly wraz ze wzrostem obj¢toSci
testowanego odczynnika do MeOx (Rycina 12). Najwyzszy TI zaobserwowano
dla objetosci 30 i 50 ul odpowiednio dla surowicy i osocza. W obu badanych matrycach
najlepsza powtarzalno§¢ pomiaru (<20% RSD) dla wigkszosci wykrytych MDMs uzyskano
dla objetosci 30 pl chlorowodorku O—metoksyaminy w pirydynie. W probkach osocza warto$¢
mediany RSD byla znacznie wyzsza dla 10 1 20 pul w poréwnaniu z innymi warto$ciami (32,5%
dla 10 pl, 29,2% dla 20 pl i 10,1-12,6% dla 3050 ul). W probkach surowicy mediana RSD
dla wszystkich badanych objetosci miescita si¢ w zakresie 5,0-11,1%. Dodatkowo
zaobserwowano, ze Lys i kwas askorbinowy nie byly wykrywane w zadnej matrycy podczas
analizy GC-MS, gdy stosowano objetos¢ 10 i 20 ul MeOx. Natomiast 5-hydroksy—L—Trp byt
wykrywany tylko w probkach osocza, niezaleznie od objetosci MeOx. Wyliczona warto$¢
powtarzalnosci dla objetosci 30 1 40 ul w surowicy byta podobna (RSD dla 68 i 65 metabolitow
<20%; mediana RSD odpowiednio 7,9 i 7,8%). Dodatkowo TI wszystkich MDM w surowicy
byt najwyzszy dla 30 pl, dlatego w kolejnym kroku optymalizacji wybraliSmy te¢ objetos¢
odczynnika MeOx do przygotowania obu rodzajow probek.

1.6E+08

1.5E+08 os0cxe

1.4E+08

TI

1.3E+08
surowica

1.2E+08
1.1E+08
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h
<

Rycina 12. Wykres zaleznosci sumy intensywnosci sygnatow (TI) analizowanych MDMs

od uzytej objetosci chlorowodorku O—metoksyaminy w pirydynie.
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Tabela 5. Poréwnanie wptywu roznych objetosci O—metoksyaminy HCI w pirydynie

(mg/ml) na powtarzalno$¢ pomiaru 75 MDM w obu rodzajach prébek.

10 20 | 30 | 4 | =0
RSD [%] uL
Liczba MDMs (osocze/surowica)*

<10 9/35 29/54 39/52 35/44 8/47

<20 9/26 28/15 22/14 25/20 5/16

<30 12/7 6/3 6/4 8/3 26/2

> 30 45/7 12/3 8/5 7/8 36/10
Median
RSD [%] 32,5/11,1 29,2/5,0 12,6/7,9 10,1/7,8 10,4/8,8

*w tabeli przedstawiono liczbe MDMs z RSD dla osocza/surowicy < 10 —-30% i powyzej 30%.

6.4. Wplyw warunkow metoksymacji oraz sililacji na efektywnos$¢ derywatyzacji

W kolejnym etapie pordwnano wplyw czasu i temperatury MeOX na efektywno$é
procesu derywatyzacji (Rycina 13). Przetestowano cztery programy MeOX najczesciej
stosowane w badaniach metabolomicznych: (P1) 37°C przez 30 minut, (P2) 70°C przez
1 godzing, (P3) RT przez 16 godzin oraz (P4) 70°C przez 1 godzing, a nastepnie RT przez 16
godzin. Uzyskane wyniki dla wybranych zmiennych przedstawiono w Tabeli 6. Wartosci
powtarzalnosci wyliczone dla wszystkich MDMs w osoczu byty podobne w kazdym
z rozpatrywanych wariantéw. Obliczone warto$ci RSD dla ponad 70 MDMs byty ponizej 20%,
podczas gdy mediana RSD wahata si¢ od 4,3 do 7,6%. MDMs wykryte w probkach surowicy
charakteryzowaly si¢ wyzsza zmiennos$cig pomiarow. Obliczone mediany RSDs miescity si¢
w zakresie od 9,4 do 18,5% dla wszystkich testowanych programéw. Wartosci RSD byty
powyzej 20% dla ponad 30 MDMs, gdy poréwnano wyniki dla wszystkich testowanych
programéw, z wyjatkiem MeOx przeprowadzonej dla programu P3. Natomiast wartosci RSD
byty powyzej 30% dla 10 metabolitéw, a srednie RSD dla parametru P3 byto najnizsze (9,4%).
Zaobserwowano rowniez roznice w intensywnosciach sygnatow uzyskanych podczas pomiaru
MDMs w obu badanych rodzajach probek. Najwicksza intensywno$¢ dla wigkszosci wykrytych
MDMs (53 z 75) w obu matrycach zaobserwowano, gdy zastosowano program P3. Stosujac
program P1 uzyskano najnizszg intensywnos¢ dla ponad 50 MDMs w osoczu oraz 48 MDMs
w surowicy. Stwierdzono, ze intensywnos¢ pikow MDMs zwigkszata si¢ wraz
z wydtuzaniem czasu MeOx. W przypadku Gly odnotowano dwa piki chromatograficzne (Gly
2TMS i 3TMS). W tym przypadku powierzchnia piku Gly 3TMS wzrastata wraz ze wzrostem
czasu reakcji i temperatury. Zaobserwowano réowniez, ze disacharydy byly niecatkowicie

metoksymowane w 37°C przez 30 minut (P1), o czym $wiadczy znaczne poszerzenie piku
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spowodowane wieloma pochodnymi, ktérych nie potwierdzono w 70°C. Wiecej szczegdtow

dotyczacych wynikow znajduje sie w publikacji nr 2 z cyklu.
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Rycina 13. Wykres zalezno$ci sumy sygnatow dla 75 MDMs od uzytego programu
na etapie A) MeOX oraz B) sililacji.
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Tabela 6. Porownanie wptywu réznych warunkow na etapie MeOX na powtarzalno$é

pomiaru 75 MDMs w obu rodzajach prébek.

RSD [%] P1 P2 P3 P4
Liczba MDMs (osocze/surowica)*
<10 63/28 55/23 70/39 61/24
<20 12/15 16/22 4/19 12/16
<30 0/5 2/15 17 0/1
> 30 0/27 2/15 0/10 2/34
Median RSD

[9%6] 4,5/15,9 7,6/18,5 4,3/9,4 5,7/17,5

*w tabeli przedstawiono liczbe MDMSs z RSD dla osocza/surowicy < 10 —30% i powyzej
30% (P1-w 37°C przez 30 minut;P2 —w 70°C przez 1h; P3— 16 h w RT; P4—w 70°C przez

1h, 16 hwRT).

Tabela 7. Porownanie wplywu réznych warunkow na etapie sililacji na powtarzalno$¢

pomiaru 75 MDM w obu rodzajach probek.

RSD [%] 37°C, 30 minut | 37°C, 60 minut | 70°C, 30 minut | 70°C, 60 minut
Liczba MDMs (osocze/surowica)*
<5 38/25 37/17 41/24 37/38
<10 20/21 28/22 22/21 22/14
<15 8/14 7/10 7/13 8/10
<20 5/8 1/2 4/9 3/3
>20 417 2124 1/8 5/10
Median RSD
[9%6] 4,9/7,8 5,4/10,2 5,0/7,8 5,3/5,7

*w tabeli przedstawiono liczcbe MDMs z RSD dla osocza/surowicy < 10 —-30% i powyzej 30%.

Ostatni test polegal na zbadaniu wptywu temperatury i czasu na proces sililacji.
Pierwsza obserwacja (Rycina 13) byta taka, ze TI dla pikéw wszystkich MDMs byto wyzsze
w surowicy niz w osoczu. Porownujac Tl dla pikbw MDMs w réznych warunkach dla obu
matryc zaobserwowalismy, ze TI byt najwyzszy dla programu 70°C przez 60 min, a TI byta
porownywalna dla programu przeprowadzonego w 37°C przez 60 min. W prébkach surowicy
wyliczona mediana dla poszczegélnych wartosci RSD byla najwyzsza (10,2%),
gdy zastosowano program 37°C przez 60 min, natomiast najnizsza warto§¢ mediany RSD
(5,7%) osiaggnieto dla programu inkubacji 70°C przez 60 minut (Tabela 7). Dodatkowo

program ten byt korzystny dla AAs i OrgAs, dla ktérych ogolne wartosci powtarzalno$ci
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pomiaru poszczegolnych metabolitow byly najnizsze. Zgodnie z wynikami uzyskanymi
dla probek osocza zaobserwowalismy, ze wartos¢ mediany RSD byta pordéwnywalna
dla wszystkich programéw (4,9-5,4%). Derywatyzacja kwasoéw karboksylowych, takich
jak kwas pirogronowy, glicerynowy i mlekowy przebiegata istotnie lepiej, gdy zastosowano
program 37°C przez 30 minut, natomiast derywatyzacja wigkszosci AAS i FAS przebiegata
znacznie lepiej, gdy zastosowano program 70°C przez 60 minut. Ostatecznie, ze wzgledu
na porownywalne wartosci mediany RSD uzyskane dla sililacji w temperaturze 70°C
przez jedna godzing w przypadku obu matryc (odpowiednio 5,3 i 5,7% dla osocza i surowicy),

wybrany zostat ten program do przygotowania probek przed analiza GC-MS.
6.5. Powtarzalno$¢, odtwarzalnos¢ i stabilno$¢ pomiaréw wybranych metabolitow

Zoptymalizowana metoda przygotowania probek zostala oceniona pod katem
powtarzalno$ci, odtwarzalno$ci pomiaréw oraz stabilnosci dla wybranych 75 MDMs.
W probkach osocza wartos¢ mediany RSDs wyniosta 12,6%, w zakresie od 3,5% dla kwasu
mlekowego do 37,3% dla Orn. Natomiast w probkach surowicy mediana RSD wyniosta 13,6%,
w zakresie od 4,6 % dla Thr do ponad 50% dla 5-hydroksy—L-Trp, Orn i kwasu
asparaginowego. W prdébkach osocza odtwarzalno$¢ pomiaru miedzy sekwencjami wyniosta
23,5%, podczas gdy w probkach surowicy odtwarzalno$¢ miedzy sekwencjami wyniosta
23,0%. Podsumowujac, zoptymalizowana metoda przygotowania probek charakteryzowata si¢
dobra powtarzalno$¢ i odtwarzalno$ciag pomiaru MDMs nalezacych do réznych klas, w tym
AA, CARB1OrgAs. Uzyskane wyniki wskazuja, ze wigkszos¢ metabolitow byta stabilna nawet
po 48 godzinach po derywatyzacji, a mediana RSD wahata si¢ mi¢dzy 8,8-12,8% w 0soczu
I 6,6-9,4% w surowicy. Zaobserwowano, ze Gln i kwas benzoesowy tracit stabilno$¢ po 8
godzinach, natomiast dwa AAs i FAs w osoczu i cztery AAs w probkach surowicy zaczynatly
degradowa¢ po 36 godzinach. Wiece] szczegdtow dotyczacych wynikow powtarzalnosci,
odtwarzalnosci oraz stabilnosci dla poszczegdlnych MDMs znajduje si¢ w publikacji nr 2

z cyklu.

6.6. Wyniki badan metabolomicznych prdbek klinicznych — publikacja nr 2

Aby oceni¢ jakos¢ danych metabolomicznych przeprowadzono analize¢ PCA.
Klastrowanie prébek QCs na wykresie PCA (umieszczonym w pracy badawczej nr 2 z cyklu)
$wiadczy o dobrej jakosci uzyskanych danych. Do klasyfikacji probek wybrano modele OPLS—
DA przygotowane dla nastepujagcych porownan: A) PreDiab_T2 vs. T2DM_T2
oraz B) fT2DM_T1i T2DM_T2 (Rycina 14).
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Rycina 14. Wykresy OPLS-DA przedstawiajace klasyfikacje probek z grup fT2DM_T1i
T2DM_T2 oraz PreDiab_T2i T2DM_T2 (fT2DM_T1 (zielone kotka), PreDiab_T2 (niebieskie
kotka) i T2DM T2 (czerwone kotka). Wykres OPLS-DA (A) poréwnanie PreDiab_T2
vs. T2DM_T2 (skalowanie Pareto, R?> = 0,912, Q% = 0,803) oraz B) fT2DM_T1 i T2DM_T2
(skalowanie Pareto; R? = 0,970, Q% = 0,804). Walidacja modeli przeprowadzona zgodnie
z Ciborowski i wspot. 2° wykazata prawidlowq klasyfikacje probek w 94,5+5,2% (model a)
1 94,0+6,2%. (model b).

Nie zaobserwowano istotnych statystycznie roznic miedzy grupami PreDiab T1
i fT2DM_T1 oraz PreDiab_T1 i PreDiab_T2. W przypadku poréwnania PreDiab_T2
i T2DM_T2 wykazano istotnos$¢ statystyczng dla 18 MDMs, gtownie AAS, FAs i CARBs.
Dodatkowo dla zmierzonych metabolitow wyliczono wartosci krotnosci zmian (z ang. fold
change, FC). Wsrdd statystycznie istotnych metabolitow w grupie T2DM_T2 poréwnaniu
z grupg PreDiab_T2 wzré6st poziom kwasu alfa hydroksymastowego (o—HBA) (FC=1,24), Leu
(FC=1,28), GIn (FC=1,48), Trp (FC=1,96), cysteiny (2,07) i kwasu stearynowego (z ang.
stearic acid, SA) (FC=1,79), podczas gdy poziom Cre (FC=0,76), Glu (FC=0,65) i Orn
(FC=0,63) zmalat. Dodatkowo potwierdzono zmiany w 12 MDMs w grupie fT2DM_T1
W porownaniu z grupg T2DM_T2. Wsrdd statystycznie istotnych metabolitow poziom
fenyloalaniny (FC=1,67), kwasu palmitynowego (z ang. palmitic acid, PA) (FC=2,28) oraz
kwasu palmitoleinowego (FC=2,13) wzrést, podczas gdy poziom His (FC=0,83) oraz Glu
(FC=0,82) spadt w grupie T2DM_T2 w poréwnaniu z fT2DM_T1. Wiecej szczegdtow
dotyczacych wynikow dla poszczegdlnych MDMs znajduje sie w publikacji nr 2 z cykKlu.
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W  celu sprawdzenia przydatnosci istotnych  statystycznie  metabolitow
jako potencjalnych biomarkerow pozwalajgcych na rdéznicowanie pacjentOw w stanie
przedcukrzycowym od pacjentow z T2DM wykonano analizy krzywych ROC (rycina 15 A).
Krzywe ROC zostaly skonstruowane dla 18 istotnych statystycznie MDMs na podstawie
ich intensywnosci w badanych probkach. Nastepnie, aby uzyska¢ lepszy klasyfikator
do sporzadzenia kolejnej krzywej ROC, wybrano siedem MDMs (pie¢ AAs oraz dwa FAS)
wykazujacych wysoka moc dyskryminacyjng (rycina 15 C).
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Rycina 15. Panel metabolitdw roznicujacy stan przedcukrzycowy od T2DM. (a) krzywe ROC i wartoSci AUC w oparciu o model klasyfikacji

maszyna wektorow nosnych (z ang. suport vector machine, SVM) dla wszystkich istotnych statystycznie metabolitow; (b) — wykres

najwazniejszych i najczesciej wybieranych zmiennych podczas analizy ROC; (c) — krzywe ROC i wartosci AUC w oparciu o model klasyfikacji
SVM dla 7 MDMs; (d) krzywe ROC dla poszczegolnych metabolitow.
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6.7. Wyniki badan metabolomicznych prébek klinicznych — publikacja nr 3

Po wstepnej obrobce danych (dekonwolucja, wyréwnanie, normalizacja danych
i filtrowanie), uzyskano 125 cech metabolicznych z czego 58 metabolitdw 0 RSD ponizej 30%
w prébkach QCs. Przeprowadzona analiza statystyczna nie wykazata réznic w poziomach
metabolitow mi¢dzy badanymi grupami w probkach pobranych na czczo. Rowniez w
przypadku nosicieli genotypu LR nie zaobserwowaliSmy zadnych istotnych statystycznie
MDMs po spozyciu obu positkéw. Natomiast u mezczyzn bedacych nosicielami genu
wysokiego ryzyka, zaobserwowali§my zmiany w poziomie 11 MDMS po spozyciu positku WW
i 5 MDMs po positku NC. Na Rycinie 16 przedstawiono przyktadowy chromatogram probki

0socza na ktérym zaznaczono istotne statystycznie MDMs.

Rycina 16. Przyktadowy chromatogram uzyskany w wyniku analizy prébki osocza technika
GC-MS. Na rycinie zaznaczono istotne statystycznie MDMs: 1. Ala, 2. His, 3. Cre, 4.
Norleucyna, 5. Galaktozamina, 6. Galaktoza, 7. Alloza, 8. Fruktoza, 9. Kwas glicerynowy, 10.
Kwas palmitynowy, 11. 5-Keto—D—glukonian, 12. Kwas glukonowy, 13. Tyramina, 14. Kwas
moczowy, 15. Kwas alfa—hydroksymastowy.

Szczegdtowe wyniki przedstawione sa na Rycinie 17 oraz w pracy nr 3, bedacej czgscia

niniejszej rozprawy.
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Rycina 17. Metabolity zmieniajace si¢ w sposob istotny statystycznie po spozyciu positku NW
i/lub WW. AA — aminokwasy, CARB — weglowodany, HA — kwasy hydroksylowe, FA — kwasy
ttuszczowe, PH — puryny, KA — ketokwasy. Strzatkami oznaczono metabolity istotne
statystycznie. Czerwone strzatki wskazujq spadek, natomiast zielone strzatki wzrost poziomu

metabolitow u pacjentéw z genem ryzyka w poréwnaniu do pacjentdéw z genotypem LR.

Dodatkowo analiza przeprowadzona z wykorzystaniem platformy MetaboAnalyst 5.0
pozwolila na przypisanie istotnych statystycznie metabolitow do odpowiednich szlakow
metabolicznych. Nalezg one m.in. do takich szlakow, Kktore mogg bra¢ udziat
w rozwoju T2DM, tj.: metabolizm cukréw, glicerolipidéw, histydyny czy szlak

pentozofosforanowy (Rycina 18).
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Rycina 18. Szlaki metaboliczne do ktorych nalezg istotne statystycznie metabolity
wykryte metodg GC—MS.

7. Dyskusja

Rozwdj technik analitycznych o wysokiej przepustowosci, m.in. spektrometrii mas
w polaczeniu z GC, przyczynil sie do powstania nowych metod analitycznych®®. Umozliwiaja
one jednoczesng analize Szerokiego spektrum metabolitow, nalezacych do réznych klas
w ztozonych probkach biologicznych takich jak kat, mocz czy krew®. Kat jest materiatem
biologicznym czgsto wykorzystywanym do badan nad GM oraz rozwojem T2DM'%’, poniewaz
jego skiad moze bezposrednio odzwierciedla¢ stan mikrobiomu jelitowego, a takze catego
uktadu pokarmowego'®. Jednak w wielu badaniach poswigconych GM oraz MDMs materiatem
wykorzystanym do badan sa takze surowica czy osocze®*®128 Stezenie MDMs moze by¢
nizsze w krwiobiegu niz w kale®, mimo to zwiazki te moga odgrywaé wazna role
w modulowaniu metabolizmu organizmu gospodarza, a takze mogg swiadczy¢ o pojawieniu si¢
poczatkowych zaburzen metabolicznych prowadzacych do rozwoju T2DM®. W zwiazku
z powyzszym uzasadnione byto opracowanie kompleksowej i wydajnej metody przygotowania
prébek osocza oraz surowicy do pomiaru MDMs. W oparciu o dostgpne doniesienia

literaturowe jako platform¢ analityczng odpowiednig do wykonywania tego typu analiz
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wybrano GC-MS™. Przeglad literatury pokazal, ze do badan z wykorzystaniem GC-MS
stosowanych moze by¢ wiele roznych protokotow przygotowania probek osocza
czy surowicy®094113121123.124.129 * protokoty te réznig sie¢ rodzajem  stosowanych
rozpuszczalnikow lub warunkéw inkubacji oraz odczynnikéw uzytych na etapie derywatyzacji.
Pomimo duzego zréznicowania sposobdw przygotowania probek do badan metabolomicznych,
do tej pory ukazato si¢ niewiele prac optymalizacyjnych porownujacych wyzej wspomniane

ZmiennelOl,130-134

w réznych rodzajach prébek. Dlatego tez wybrano najczesciej uzywane
rozpuszczalniki 1 warunki na etapie derywatyzacji, a nastgpnie zoptymalizowano protokoét
przygotowania probek o0socza i surowicy oceniajac powtarzalno$é, odtwarzalno$é

oraz intensywno$¢ Sygnatu wybranych MDMs.

7.1. Dobor rozpuszczalnikéw do ekstrakcji

Powszechnie wiadomo, ze W procesie analitycznym istotne znaczenie ma rozpuszczalnik
uzyty do ekstrakcji analitbw. Rodzaj rozpuszczalnika wplywa na efektywno$é procesu
ekstrakcji  tj. liczbe, rodzaj i intensywno$¢ sygnatu uzyskanego dla metabolitow
wyekstrahowanych z probki'?*. Przygotowanie probek do analiz metabolomicznych najczeéciej
obejmuje jednoczesne stracenie biatek i ekstrakcje metabolitow przy uzyciu rozpuszczalnika
dodawanego do probki w stosunku obj¢tosciowym 1:3 badz 1:4. Zazwyczaj dodawany jest
zimny rozpuszczalnik, aby zminimalizowa¢ stopien konwersji enzymatycznej metabolitow
oraz celem poprawy efektywnos$ci wytracania bialek'®. Dlatego w pierwszym etapie badan
przetestowano najczesciej stosowane rozpuszczalniki do ekstrakcji metabolitow. Posrod
niewielu prac poroéwnujacych wptyw réznego rodzaju rozpuszczalnikow na ekstrakcje
metabolitow z probek osocza oraz surowicy?4107:135:136 v 5adnej nie poréwnywano warunkow
ekstrakcji w kontekscie tak duzej liczby MDMs. W jednej z prac poréwnano siedem réznych
rozpuszczalnikow do ekstrakcji metabolitow, ale dla metabolomiki opartej na LC-MS.
Najlepsza powtarzalno$é wynikow uzyskano stosujac do ekstrakcji MeOH:EtOH lub MeOH®,
W badaniach stanowigcych podstawe niniejszej pracy roéwniez najlepsze rezultaty
zaobserwowano dla MeOH, ale z dodatkiem H20 w stosunku objetosciowym 9:1. W badaniu
przedstawionym przez Trygg i wspot.1% pokazano, ze wykorzystanie mieszaniny MeOH:H,0
(v/v; 8:1) do ekstrakcji dziesigciu metabolitbw z probek osocza celem analizy na GC-MS
zapewniato optymalne wyniki pod wzgledem kompletnosci, wydajnosci i powtarzalnosci
procesu ekstrakcji w poréwnaniu z innymi badanymi rozpuszczalnikami (EtOH, ACN, aceton,
chloroform). Obserwacje te sa zgodne z wynikami przedstawionymi w niniejszej rozprawie.

W innym badaniu sprawdzano wptyw podstawowych rozpuszczalnikéw (aceton, ACN, EtOH,
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MeOH i H>0) i wykazano, ze ekstrakcja MeOH z dodatkiem wody pozytywnie wplywa
na ekstrakcje metabolitow polarnych dzigki czemu intensywno$¢ pikow rejestrowanych dla tej

grupy zwiazkOw byta wyzszal®’.
7.2. Optymalizacja warunkow podczas dwustopniowej derywatyzacji

Dane literaturowe!02130134  wekazuja, ze wiele parametrow, ktéore moga byé
modyfikowane na obu etapach derywatyzacji (MeOx i sililacja) metabolitdw przed analizg GC—
MS ma wplyw na szybkos$¢ i kompletno$¢ tego procesu, co moze bezposrednio wptywaé
na powtarzalno$¢ i odtwarzalno$¢ pomiaréw. Dodatkowo, ze wzgledu na degradacje analitow,
trudno jest uzyska¢ dobra powtarzalno$¢ wynikéw podczas derywatyzacji wykonywanej
w sposob manualny, poniewaz czas mi¢dzy zakonczeniem procesu derywatyzacji, a analizag GC
r6zni si¢ w zalezno$ci od analizowanej probki'*°. Pomimo tego podejmowane byty proby
ulepszenia procedury przygotowania probek do badan metabolomicznych przy uzyciu GC—
MS102130.134 “Natomiast w zadnej z tych prac nie przedstawiono doktadnie zoptymalizowanej
metody, uwzgledniajacej wplyw szeregu parametréow na profilowanie tak duzej liczby
metabolitow w prébkach osocza i surowicy. Wyniki kompleksowej optymalizacji zostaty
przedstawione w publikacji nr 2 bedacej czeScia niniejszej rozprawy. W badaniach tych
przeprowadzono bezposrednie poréwnanie wpltywu réznych zmiennych na proces

derywatyzacji 75 MDMs w obu matrycach.

7.2.1. Wplyw stezenia oraz objetosci odczynnika do metoksymacji

W celu poprawy efektywnos$ci detekcji metabolitdbw w procesie przygotowania probek
wybrano dwustopniowg derywatyzacje tj. MeOx przy uzyciu chlorowodorku O—metoksyaminy
w pirydynie oraz sililacj¢. Na podstawie dokonanego przegladu literatury zauwazono,
ze w wigkszosci opisanych protokotow przygotowania probek osocza lub surowicy
po osuszeniu ekstraktu w koncentratorze prézniowym w procesie MeOx dodawano 50125 ul
chlorowodorku O-metoksyaminy o stezeniu 15-40 mg/mlt73042108124137 =\ sadnym
z wezesniejszych doniesien literaturowych!02108.124130.134138 ~nje przedstawiono informacji
dotyczacych wplywu stezenia odczynnika do MeOx na proces derywatyzacji. Zgodnie
z danymi literaturowymi najczesciej stosowane stezenie odczynnika do MeOx to 20 mg/ml.
W badaniach przedstawionych przez Eylem i wspoét. stwierdzono silng korelacje migdzy
intensywnos$cig sygnatu a stezeniem odczynnika do MeOx, natomiast nie przedstawiono
szczegotow!®’. Do optymalizacji autorzy zastosowali stezenie 30 mg/ml, chociaz objetosé

MeOx byta inna niz ta wybrana przez nas. W badaniach bedacych czescig niniejszej rozprawy,
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ze wzgledu na lepszg powtarzalno$¢ wynikéw dla obu matryc oraz stosunkowo duzg
intensywno$¢ sygnatu dla wigkszosci badanych metabolitow, wybrano stezenie 30 mg/ml.
W badaniu przedstawionym przez Fritsche-Guenter i wspot.t®* zoptymalizowana metoda
przygotowania probek byta w pelni zautomatyzowana, a analiza otrzymanych wynikow
potwierdzita, ze intensywnosci metabolitow zmniejszaty si¢ wraz ze wzrostem stezenia

odczynnika do MeOXx.

Na etapie optymalizacji objgto$ci roztworu chlorowodorku O-metoksyaminy HCI
w pirydynie objeto$¢ odczynnika dodawanego na etapie sililacji byta taka sama jak objetosé
odczynnika do MeOx. Takie podejscie jest stosowane w wielu badaniach metabolomicznych
probek osocza czy surowicy technikg GC-MS 9213 W innych badaniach wykazano,
ze wydajng derywatyzacje mozna uzyskac¢ poprzez zmniejszenie ilosci MeOx 1 zwickszenie
ilosci odczynnika do sililacji®, ale ta zalezno$¢ nie byta przez nas sprawdzana. W innej pracy
optymalizacyjnej**°, w ktdrej porownywano wyniki uzyskane przy uzyciu réznych objetosci
roztworu O-metoksyaminy HCl w pirydynie i MSTFA z 1% TMCS okazalo sig,
ze powierzchnie pikdw analizowanych metabolitow wzrastaty wraz ze wzrostem objgtosci obu
odczynnikow uzytych do derywatyzacji, co jest zgodne z naszymi wynikami (praca nr 2
wchodzaca w sklad rozprawy). W badaniu przeprowadzonym przez Bekele i wspot.tot
zaobserwowano podobny zwigzek migdzy objetoscia dodawanych odczynnikéw

do derywatyzacji, a wzrostem liczby oraz intensywnosci wykrytych metabolitow.

7.2.2. Wplyw temperatury oraz czasu na proces derywatyzacji

Kompletno$¢ procesdw MeOx oraz sililacji zalezy od czasu i temperatury inkubac;jit®C.
W pracach optymalizacyjnych duzo uwagi pos$wieca si¢ wplywie tych parametrow na
efektywnos¢ procesu derywatyzacji 1%1%0. Najczesciej stosowane warunki MeOx obejmuja
reakcje w wysokiej temperaturze przez krotki czas lub w niskiej temperaturze przez dtuzszy
czas. Proces inkubacji prowadzony w wyzszej temperaturze i przez dluzszy czas moze
zapewnia¢ zakonczenie MeOx, jednak moze to rowniez skutkowaé postepujaca degradacja
niestabilnych termicznie metabolitow!®. W celu poprawy jakoéci analiz metabolitow i ich
odtwarzalnosci, jednoczes$nie minimalizujac degradacje chemiczng i fizyczna, nieuniknione sg
kompromisy. Tym bardziej, ze wyniki uzyskane w testowanych warunkach temperaturowych
roznig si¢ dla kazdego metabolitu, chociaz w zakresie réznych klas zauwazono pewne trendy.
Uwaza si¢, ze wyzsza temperatura MeOx zwigksza wydajnos¢ derywatyzacji poprzez

1 101

zwigkszenie rozpuszczalno$ci metabolitow. Bekele 1 wspo stwierdzili, ze warunki

niskotemperaturowe w Kkrétkim czasie byty najkorzystniejsze dla OrgA i AAs, podczas gdy
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niska temperatura MeOX przez dluzszy czas lub wysoka temperatura przez krotki czas byta
najkorzystniejsza dla o—ketokwasow. Wedtug Miyagawa i Bamba'® disacharydy nie sa w petni
metoksymowane w temperaturze 37°C przez 30 minut. Skutkuje to znacznym poszerzeniem
pikdw spowodowanym obecnoscig wielu pochodnych, co rowniez zaobserwowano na etapie
optymalizacji metody w badaniach opisywanych w niniejszej rozprawie. W innym badaniu
zaobserwowano, ze¢ metabolity takie jak glukoza czy fruktoza (Fruc) sa cze$ciowo
metoksymowane w 30°C przez 45 minut, a sacharoza ulega hydrolizie do glukozy i Fruc w
100°C, gdy proces trwa dtuzej niz 45 minut™!. Wyniki MeOx w 37°C przez minimum 60 minut
okazaty si¢ lepsze pod wzgledem wykrywania glukozy i maltozy™®. Sterole s3 czesto
derywatyzowane w temperaturze 60—100°C, ale w innym badaniu zaobserwowano degradacj¢
tych metabolitow w temperaturze 70°C*%. Powtarzalnosé¢ byta lepsza dla wszystkich klas, gdy
inkubacje wykonywano w temperaturze 60°C przez 30 minut. Wedtug Pasikanti i wspot.13?
inkubacja na etapie MeOx musi by¢ wykonywana przez stosunkowo dtugi czas (do 17 godzin)
i/lub w wysokiej temperaturze, aby zapewni¢ catkowitg derywatyzacje. Tak samo jak w badaniu
przedstawionym przez Musharraf i wspot.r®3, w ktorym MeOx przez 16 godzin okazata sie
najlepsza pod wzgledem liczby wykrywanych metabolitdw, co jest zgodne z wynikami

przedstawionymi w niniejszej pracy.

Na koniec poréwnano warunki dla ostatniego etapu przygotowania probek — sililacji.
Jest to klasyczna metoda derywatyzacji stosowana w celu wprowadzenia grupy sililowej
do metabolitu poprzez zastgpienie aktywnych atoméw wodoru (grup karboksylowych,
aminowych i hydroksylowych) w celu wytworzenia stabilnych, bardziej lotnych i mniej
polarnych metabolitéw. Do derywatyzacji endogennych metabolitow stosowanych jest kilka
odczynnikdéw. Jak juz zostato wspomniane we wstepie niniejszej rozprawy, najpopularniejsze
odczynniki do sililacji to MSTFA i BSTFA, z katalizatorem (1% TMCS) lub bez. W przypadku
probek osocza, MSTFA z 1% TMCS zapewnia bardziej powtarzalne wyniki i umozliwia
wykrycie wiekszej liczby metabolitow w poréwnaniu do BSTFA z 1% TMCS!, Doniesienia
literaturowe wskazujg rowniez, ze MSTFA jest lepszy od BSTFA pod wzgledem kompletnos$ci
sililowania metabolitow nalezacych do AAs i amin®. W innym badaniu potwierdzono,
ze MSTFA z 1% TMCS zapewnia bardziej powtarzalne wyniki oraz umozliwia identyfikacje
w probkach osocza wigkszej liczby pochodnych niz w przypadku zastosowania BSTFA
z 1% TMCS. W zwigzku z powyzszym hie sprawdzano wptywu obu tych odczynnikow
na efektywno$¢ procesu sililacji i wybrano MSTFA z 1% TMCS.
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Podobnie jak na pierwszym etapie, temperatura i czas podczas sililacji wplywaja
na szybkos$¢ reakcji i kompletno$¢ procesu. Zaobserwowano wiele zmian w intensywnosciach
pikdw metabolitow w roznych matrycach biologicznych dla réznego czasu i temperatury
sililacji'®”. Zgodnie z doniesieniami literaturowymi sililacje najczeéciej przeprowadza sie
w temperaturze od 30 do 70°C, w czasie od 30 do 120 minut®+94102140 \\/ hadaniach opisanych
w publikacji nr 2 bedacej czescig niniejszej rozprawy testowano najczesciej stosowane warunki
na tym etapie (37°C i 70°C przez odpowiednio 30 i 60 minut). Dlugotrwala
I wysokotemperaturowa sililacja byta korzystna dla metabolitow nalezacych do FAs i CARBs.
Z drugiej strony, warunki te miaty znikomy wptyw na OrgA i AAs. Trudno jest dostosowac
dogodne warunki, w ktorych wszystkie grupy funkcyjne bytyby przeksztalcone w pochodne
bez jakichkolwiek strat. Dzieje si¢ tak dlatego, ze kinetyka reakcji rozni si¢ migdzy
konkretnymi grupami zwigzkoéw posiadajacymi rézne grupy funkcyjne. Idealnym byloby,
gdyby sililacja kazdej grupy metabolitow zostata ukonczona w odpowiednim dla danej grupy
czasie, co jest niemozliwe przy kompleksowych analizach zlozonych probek biologicznych.
Wyzwaniem pozostaje zatem zakonczenie reakcji bez efektu degradacji czesci metabolitow.
Wykazano, ze metabolity zawierajace grupy hydroksylowe, karboksylowe i ketonowe ulegaja
derywatyzacji w ciaggu pieciu godzin od dodania odczynnika do sililacji, podczas gdy
derywatyzacja grup aminowych nadal zachodzi po jednym dniu, kiedy inne produkty zaczynaja

juz degradowac¢!*!,

W badaniach Danielsson i wspoét. zostato potwierdzone, ze do zakonczenia procesu
derywatyzacji potrzebny jest dhugi czas inkubacji **°. W naszych badaniach (publikacja 2 z
cyklu) zastosowano 16 godzin inkubacji w temperaturze pokojowej dla MeOx oraz jedna
godzing w temperaturze 70°C dla sililacji. W wielu artykutach zostato podkreslone, ze dtuzsza
MeOx w niskiej temperaturze w potaczeniu z wysoka temperaturg sililacji daje podobne wyniki
do krotkotrwatej MeOXx w wysokiej temperaturze w potaczeniu z niska temperaturg sililacji'®,
Co jest zgodne z uzyskanymi przez nas wynikami. Musharraf i wspot. potwierdzili,
ze najlepsze wyniki pod wzgledem liczby wykrywanych metabolitow otrzymano dla MeOx

przez 16 godzin i jednogodzinnej sililacji'33.
7.3. Dysbioza jelitowa, a rozwdj cukrzycy typu 2

Dysbioza jelitowa moze by¢ kluczowym elementem rozwoju i progresji T2DM®. Duze
badanie kohortowe wykazalo roznice w skladzie GM pomiedzy osobami z prawidiowa
tolerancja glukozy, nieprawidlowg glikemia na czczo, nieprawidtowa tolerancja glukozy

i T2DM*2, Dowodzi to, ze GM odgrywa wazna role w rozwoju T2DM poprzez regulacie

65



143 W innym badaniu przedstawiono zalezno$é

ogolnoustrojowej insulinowrazliwos$ci
pomiedzy GM a T2DM. Liczebno$¢ bakterii z rodzaju Clostridium i Firmicutes byta znacznie
obnizona u pacjentow z T2DM, podczas gdy ilos¢ bakterii z klasy Betaproteobacteria
byla znacznie podwyzszona i dodatnio skorelowana z poziomem glukozy w osoczu®.
Wykazano takze, ze GM poprzez SCFAs i ich wigzanie z FFAR2 wplywa na produkcje
kluczowych czasteczek sygnatowych insuliny, takich jak GLP-1 i PYY, majacych korzystne
dziatanie zmniejszajace opornoéé na insuling i funkcjonalno$é komorek S**4. Dowiedziono,
ze u pacjentow z potwierdzong T2DM (w poréwnaniu do grupy kontrolnej) wzrasta liczba
czterech gatunkéw Lactobacillus w jelitach, podczas gdy liczebnos¢ pigciu gatunkow
Clostridium obniza si¢®’. W tym samym badaniu wykazano, Ze dysbioza GM wplywa
na poziom metabolitbw w krwiobiegu i przyczynia si¢ do rozwoju T2DM. Ponadto
potwierdzono, ze liczba komérek bakteryjnych Lactobacillus byta dodatnio skorelowana z FG
i HbAlc, natomiast Clostridium byta ujemnie skorelowana z HbAlc, FG, peptydem C, insuling
i triacyloglicerolami oraz dodatnio skorelowana z HDL i adiponektyng!®. Powyzsze
doniesienia wskazuja, ze dysbioza jelitowa powigzana jest rozwojem T2DM, a zmiany
w profilu bakterii jelitowych wptywaja na sklad zwigzkéw drobnoczasteczkowych
obserwowanych w krwioobiegu. Analiza probek klinicznych pozwolita na ocen¢ zmian
w poziomie MDMs w kontekscie rozwoju T2DM 1 wplywu positkow o réznym sktadzie
na zmiany w profilu metabolitow u o0séb z predyspozycja genetyczng do rozwoju T2DM.
Ponizej przedstawiona zostata interpretacja uzyskanych wynikow badan z podziatem na rézne

klasy MDMs.

7.3.1. Wplyw metabolitow z grupy weglowodanow na rozwdj cukrzycy typu 2

GM maja korzystny wplyw na organizm poprzez produkcje SCFAs pochodzacych
z fermentacji CARBS, a niewystarczajgca produkcja SCFAs jest zwigzana z T2DM®. Bakterie
jelitowe sa réwniez odpowiedzialne za rozklad niestrawionych przez enzymy CARBs
do cukrow prostych i SCFAs. W pracy nr 3 wchodzacej w sktad cyklu publikacji zbadano
wplyw positku WW oraz NW na profil osocza osob z allelem ryzyka rozwoju T2DM w genie
PROX1 (rs340874) oraz os6b z allelem ochronnym (grupa kontrolna). Po positku WW
zaobserwowano znacznie wyzszy poziom galaktozy (Gal), Fruc i galaktozaminy u 0sob z grupy

ryzyka w poréwnaniu do 0séb z grupy kontrolnej.

Zaburzenia popositkowego metabolizmu Gal moga prowadzi¢ do dlugotrwatego,
stopniowego wzrostu poziomu glukozy w osoczu i przyczyniaé sie do rozwoju IR'*’. Badania

na ludziach wykazaty, ze oprocz Gal, takze Fruc moze negatywnie wptywaé¢ na homeostaze
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glukozy we Kkrwi. Fruc wywotuje stres oksydacyjny w mitochondriach i sttuszczenie watroby
prowadzac do IR, wplywa tez na adipocyty, komorki $rodbtonka naczyn i komoérki wysp
trzustkowych, a efekty tego dziatania mogg powadzié takze do rozwoju IR, Fruc po spozyciu
moze ulec utlenieniu, zosta¢ przeksztalcona w glukoze lub kwas mlekowy czy tez wejsé
w lipogeneze de novo. Po spozyciu duzych ilosci Fruc podwyzszony poziom watrobowego
acetylo-CoA prowadzi do zwiekszonej produkcji lipoprotein o bardzo malej gestosci
i triacylogliceroli, ktére sa zwigzane z rozwojem T2DM. Ponadto sugeruje sig,
ze galakozamina moze byé predyktorem przyszlego rozwoju T2DM!®, chociaz brakuje
doktadnych danych dotyczacych zalezno$ci pomigdzy tym metabolitem a IR lub wydzielaniem
insuliny®. W badaniu przeprowadzonym przez Connelly i wspot. stwierdzono réwniez,
ze potrzebne s3 dalsze badania w celu ulepszania modeli predykcyjnych dla T2DM,

wykorzystujacych wlasnie galaktozamine®®L,
7.3.2. Wplyw metabolitow z grupy kwaséw tluszczowych na rozwéj cukrzycy typu 2

Metabolizm CARBs i thuszczow s3 ze soba $cisle powiazane’. FFAs w osoczu mogg by¢
syntetyzowane endogennie z nadmiaru CARBs w procesie lipogenezy de novo. Ten proces
jest stymulowany przez insuling we krwi i hamowany przez wysoki poziom hormonow takich
jak adrenalina i glukagon. FAs zaangazowane w ten szlak, zostaly opisane jako przyczyna
i konsekwencja rozwoju T2DM 2153155 ponadto dobrze wiadomo, ze T2DM i zaburzenia

lipidowe (z udzialem FFAs)’ s3 ze soba $cisle powigzane.

Zmiany w sktadzie GM moga takze mie¢ wptyw na poziom lipidow i FAs w krwiobiegu.
Zaburzony metabolizm lipidéw moze wywotywac¢ zmiany w Srodowisku jelitowym, ktore
moga prowadzi¢ do dyshiozy GM®. GM moze zmieniaé strukture nablonka pokrywajacego
jelita oraz szczelno$¢ jelita, regulowaé metabolizm cholesterolu w  watrobie
oraz magazynowanie lipidow w tkance tluszczowej, a takze pobudza¢ utlenianie lipidéw
w migsniach, wpltywajac w ten sposdéb na réwnowage metaboliczng lipidow'®’. Dane
przedstawione przez Org i wspot. wykazaly, Ze stezenie zaréwno nienasyconych, jak
1 nasyconych FAs w surowicy oraz osoczu na czczo jest silnie zwigzane ze zwigkszong
liczebnosciag komorek bakteryjnych w GM z rodzajow takich jak Blautia i Dorea oraz

zmniejszong liczebnosciag Coprococcus i Peptococcaceae®.

Ponadto, w wielu badaniach metabolomicznych potwierdzone zostalo znaczenie FAs
w profilaktyce wystgpienia T2DM. Wyniki naszych badan wykazaty istotne statystycznie

zmiany w poziomie FAs (kwas oleinowy (z ang. oleic acid, OA), SA, PA). Uposledzenie
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wydzielenia insuliny, wrazliwo$ci na insuling czy nietolerancja glukozy sg bardzo wyraznie
zwigzane z podwyzszonym poziomem nasyconych FAs w osoczu czy surowicy (w tym PA czy
SA)P418 - potwierdzono, ze poziomy tych FAs byly istotnie wyzsze zar6wno u nowo
zdiagnozowanych***°, jak i dtugoterminowo monitorowanych pacjentéw z T2DM™, co jest
zgodne z wynikami przedstawionymi w niniejszej pracy. Podwyzszony poziom PA w osoczu
moze przyczynia¢ si¢ do hiperinsulinemii, a w konsekwencji prowadzi¢ do rozwoju IR.
Dodatkowo, IR moze by¢ indukowana przez wzrost stezenia FAs w krwiobiegu, ktore hamuja
transport glukozy oraz zmniejszaja regulacj¢ syntezy glikogenu i utlenianie glukozy w

mie$niach.

Sposrod wszystkich metabolitow uwzglednionych do analizy ROC w publikacji nr 2 — SA
wykazywal najwyzsza warto§¢ AUC (0.995). Villas—Boas i wspot. wykazali, iz zwigkszenie
poziomu SA w surowicy odgrywa fundamentalng role¢ w rozwoju dysfunkcji komorek
B 1 rozwoju T2DM, poniewaz kwas ten jest gtownym czynnikiem przyczyniajagcym sie¢
do lipotoksycznosci w komérkach 1. W innych badaniach zmiany w poziomie FAs zostaty
potwierdzone jako najwazniejsze czynniki prowadzace do rozwoju insulinoopornosci
i T2DM159:160

Utlenianie lipidow moze by¢ przyczyng wzrostu poziomu o—HB. W obu badaniach
stanowigcych przedmiot niniejszej rozprawy wykazano podwyzszony poziom tego metabolitu
u pacjentow ze zdiagnozowang T2DM oraz po positku WW u o0sob obarczonych
polimorfizmem pojedynczego nukleotydu w genie PROX1. Wysoki poziom o—HB jest
powszechny dla T2DM i zostal wczesniej zidentyfikowany jako predyktor T2DM?8/161-163
Wskazanie metabolitow predykcyjnych roéwniez w przypadku wynikdw umieszczonych
w publikacji nr 3 z cyklu byto istotne dlatego, ze u czesci 0s6b z grupy nosicieli alleli ryzyka
w rs340874 PROX1 zaobserwowano pogorszenie wybranych parametrow klinicznych po pigciu
latach od pierwszej wizyty (np. glikemia na czczo, HOMA-IR czy HbAlc). Dodatkowe
potwierdzenie podwyzszonego poziomu a—HBA w tej grupie badanej moze wskazywaé
na wczesny rozw0j T2DM. ao-HBA jest produktem ubocznym syntezy kwasu
a—ketomastowego, produktem katabolizmu AA (Thr i Met) i anabolizmu glutationu (szlak
powstawania cysteiny) w watrobie'®*. Trico i wspot.1® wykazali, ze przyczyng podwyzszonego
poziomu o—HBA moze by¢ przecigzenie metaboliczne (przez BCAAs i wolne FAS) jak rowniez

stres oksydacyjny.
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7.3.3. Wplyw metabolitow z grupy aminokwasow na rozwaj cukrzycy typu 2

Mikroflora jelitowa moze utatwia¢ produkcje metabolitow na dwa sposoby. Po pierwsze,
gatunki zamieszkujace mikroflorg jelitowa wykorzystuja AAS z pozywienia lub od zywiciela
jako elementy do syntezy biatek, a dodatkowo AAs w okreznicy mogg potencjalnie dziata¢ jako
substraty do produkcji SCFAs®"9216¢ | jczne AAs wykorzystywane przez bakterie beztlenowe
moga byé metabolizowane do octanu i aminokwaséw, w tym Gly, Thr, Glu i Orn®’, podczas
gdy Thr, Lys i Glu moga by¢ wykorzystywane do syntezy maslanu, a w innym badaniu

potwierdzono, Ze propionian jest syntetyzowany gtownie z Thrt®’,

GM moze syntetyzowa¢ de novo kilka niezbednych aminokwasow, co jest potencjalnym

% W szczegblnosci znajdujace sie

czynnikiem regulujacym homeostaz¢ aminokwasow
w jelicie grubym bakterie z rodzaju Clostridium (bakterie wykorzystujace Lys lub Pro)
sg kluczowym czynnikiem napg¢dzajacym proces fermentacji AAS, podczas gdy bakterie
z rodzaju Peptostreptococcus sa odpowiedzialne za wykorzystywanie Glu lub Trp®3. Réwniez
bakterie z rodzajow Fusobacterium, Bacteroides i Veillonella oraz gatunki Megasphaera
elsdenii i Selenomonas ruminantium moga odgrywac¢ znaczaca role w metabolizmie AAS

w jelicie grubym?,

W konteks$cie analizy probek krwi niezwykle istotny jest fakt, ze AAs wyprodukowane
przez GM mogg by¢ wchtaniane w jelitach i akumulowane we krwi. W ten sposéb GM moze
wplywaé na poziomy AAs we krwil®®, ktore odgrywaja wazng role w wielu procesach
patofizjologicznych, a zaburzenia metabolizmu AAs s $ciéle zwigzane z patogeneza T2DM ',
Wykazano, ze niektore AAs, zwlaszcza BCAAs 1 AAAs, wigzg si¢ ze zwigkszonym ryzykiem
rozwoju T2DM¥218% potwierdzono, ze metabolity te sa przydatnymi predyktorami rozwoju
T2DM, poniewaz ich poziomy sg znacznie podwyzszone w stanie przedcukrzycowym i rosng
podczas progresji  choroby!’®. Badanie Framingham Offspring Study wykazato,
ze na podstawie podwyzszonego poziomu AAs mozna bylo przewidzie¢ zwigkszone ryzyko

rozwiniecia si¢ T2DM nawet do 12 lat przed wystapieniem choroby®.

W publikacji nr 3, stanowigcej czg¢$¢ niniejszej rozprawy, U pacjentow z predyspozycija
genetyczng do rozwoju T2DM zaobserwowano wyzszy poziom Ala i norleucyny
W 0soczu po positku NW, natomiast po positku WW podwyzszony poziom His. Ala jest
metabolitem syntetyzowanym z pirogronianu i AAs (glownie BCAAs) w migsniach
szkieletowych oraz w jelitach, ktéra jest wykorzystywana w procesie glukoneogenezy
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w watrobie™'*. Dlatego tez popositkowy wzrost Ala w osoczu moze zwigkszac¢ glukoneogeneze
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i moze przyczynia¢ si¢ do rozwoju hiperglikemii u 0s6b z predyspozycjami genetycznymi.
Pederseni wspot.!®® zasugerowali, ze GM moze by¢ waznym zrodlem zwickszonej ilosci
BCAAs i odgrywac¢ kluczowa rol¢ w insulinoopornosci, co zostato doktadnie opisane we
wstepie niniejszej rozprawy. Jesli chodzi o BCAAs, w publikacji nr 2 wchodzacej w sktad
niniejszej rozprawy zaobserwowano roznice w poziomie Leu, ktérej intensywno$¢ byta
znacznie wyzsza u pacjentow z T2DM niz u tych ze stanem przedcukrzycowym. WyniKi
przedstawione w tej pracy sa zgodne z innymi odkryciami wskazujagcymi na istotny zwigzek
BCAAs (zwlaszcza Leu) z T2DM*2#3171172  podwyiszony poziom BCAAs prowadzi do
akumulacji karnityny w mie$niach, co wywoluje stres oksydacyjny 1 dysfunkcje

mitochondriéw, a tym samym pogarsza wrazliwo$é na insuling'’2. Jak juz wykazano!’®

, NIZszy
poziom Cre w surowicy, moze odzwierciedla¢ mniejsza ilos¢ migsni szkieletowych, a tym
samym mniej miejsc docelowych dla insuliny, co moze czgSciowo wyjasnia¢ patogeneze
T2DM zwigzang z nizszym poziomem Cre w surowicy. W grupie pacjentéw z potwierdzong
T2DM zaobserwowano obnizony poziom Cre w porOéwnaniu do o0séb ze stanem

przedcukrzycowym. W badaniu przedstawionym przez Agus wspot. %

w okreznicy cztowieka
zidentyfikowano bakterie i grzyby zdolne do rozktadu Cre. W zwiazku z tym doktadne

oznaczenie tych MDMs moze mie¢ zasadnicze znaczenie dla wczesnej diagnozy T2DM.

Weczesniejsze badania sugerowaty, ze kilka metabolitow szlaku Kkynureninowego
jest diabetogennych dla ludzi, co jest bezposrednio lub posrednio kontrolowane przez GM™,
Sciezka kynureniny, zaangazowana w metabolizm Trp, byta wczesniej obserwowana
jako wazna w kontekscie rozwoju T2DM. Wykazano, ze enzym odpowiedzialny za konwersje
Trp do kynureniny jest regulowany przez GM¥®. W badaniu stanowigcym cze$é niniejszej
rozprawy zaobserwowano statystycznie istotne zmiany dla Trp u pacjentéw w stanie
przedcukrzycowym w poréwnaniu z T2DM. Jedna z kluczowych funkcji fizjologicznych Trp
jest wykorzystanie go jako zrodlo azotu dla wzrostu niektéorych drobnoustrojow
(np. Escherichia coli i Klebsiella pneumoniae), a zatem zmiana poziomu Trp we krwi ma
zwigzek z mikroflorg jelitowa. Dlatego zmienno$¢ w poziomie Trp i zwigzanej z nim
mikroflory, wraz z innymi wewngtrznymi i zewngtrznymi czynnikami ryzyka, moze by¢
wczesnym predyktorem T2DM. Trp jest rowniez prekursorem syntezy serotoniny w blonie
$luzowej jelital™’®. Jak wiemy serotonina kontroluje uwalnianie insuliny, najwazniejszego
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hormonu regulujacego stezenie glukozy we krwi~’. Co ciekawe, w publikacji 2 bedacej czgscia

niniejszej pracy, zaobserwowano podwyzszony poziom serotoniny, co moze by¢ zwigzane

70



ze zwigkszonym ryzykiem wystgpienia T2DM. Obserwacje te sg zgodne z wczesniejszymi

doniesieniami®’®,

Org i wspot. wykazali, ze wyzszy poziom GIn w osoczu byt istotnie zwigzany z wyzszg
liczebnoscia bakterii z rodziny Clostridales®. Okazato sie, ze Glu i GIn sa powiazane z T2DM.
GIn jest transportowana z komorek S do krwi, gdzie jest gromadzona, a nastepnie

przeksztatcana w Glu!’®

. Cheng i wspoét. wykazali, ze poziom Glu, i stosunek GIn/Glu w osoczu
jest silnie zwigzany z IR. Stgzenie Glu jest rowniez jednym z najwazniejszych wskaznikow
retinopatii cukrzycowej'®. W publikacji nr 2 bedacej czescia niniejszej rozprawy
przeprowadzono takze analiz¢ krzywych ROC, aby oceni¢ uzytecznos¢ statystycznie istotnych
metabolitow, ktore w przysztosci moglyby usprawni¢ diagnostyke T2DM. Najwigksza
zdolno$¢ do rozrozniania 0s6b w stanie przedcukrzycowym od pacjentow z T2DM
zaobserwowano dla kombinacji pigciu MDMs tj. Glu, OA, SA, Trp, Orn i trans-4-hydroksy-L-
Pro Ta kombinacja moze stuzy¢ jako potencjalny wskaznik rozwoju T2DM. Dokladnos¢

dia)gnostyczng tego panelu metabolitow mozna dodatkowo zwigkszy¢, wiaczajac do niego
rutynowe parametry diagnostyczne, takie jak np.: FG czy HbAlc.
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Na podstawie dokonanego przegladu literatury stwierdzono, ze rozwojowi T2DM
towarzyszg zmiany w poziomie metabolitbw zwigzanych z florg jelitowa, glownie
weglowodanow, aminokwasow oraz kwasow thluszczowych.

Technika GC-MS pozwala na powtarzalny pomiar w prébkach osocza lub surowicy
75 metabolitow zwigzanych z florg jelitowa. W procesie optymalizacji metody wykazano,
ze najlepsze wyniki uzyskuje si¢ przy przygotowaniu probek za pomocg metanolu
z dodatkiem wody. Objetos¢ 1 stezenie odczynnika do metoksymacji maja najwigkszy
wplyw na powtarzalnos¢ i1 intensywno$¢ badanych metabolitow, podczas gdy warunki
procesu derywatyzacji w najwigkszym stopniu wptywaja na kompletno$¢ tego procesu.
Wykazano réznice w profilach metabolitoéw zwigzanych z florg jelitowa pomiedzy osobami
ze stanem przedcukrzycowym oraz ze zdiagnozowang T2DM. Dodatkowo w oparciu
o otrzymane wyniki wykonano analiz¢ krzywych ROC dla wybranych zmiennych
1 opracowano panel siedmiu metabolitow, ktory pozwoli odrézni¢ stan przedcukrzycowy
od T2DM 1aczac je z innymi rutynowymi parametrami diagnostycznymi, takimi jak FP
lub HbAlc.

Oba testy prowokacyjne (WW, NW) wywotaly zmiany w poziomie MDMs
u pacjentdw majgcych predyspozycje genetyczne do rozwoju T2DM, w genie PROX1.
Roéznice te moga by¢ zZrodlem wcezesnych zaburzen sktadu GM, zwigzanych

z przysztym rozwojem T2DM .
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9. Publikacje stanowigce rozprawe doktorska

9.1. The role of gut microbiota (GM) and GM-related metabolites in diabetes and obesity. A
review of analytical methods used to measure GM—related metabolites in fecal samples with a

focus on metabolites’ derivatization step.
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1. Introduction

Hourman gastromntewting microbiota, alvo known o et Nocs (GF)
o gut microbeota (GM), are a Large population of mscroccgasisms
that krve in the gastrointestingd tract (CF) of heenans [ 1] The human
GM has 2 1otal maas of 1.5 kg [2] aed comists of moce thas 1000
bacteria fom mere than 400 dllerent species | 23] The human
meceobiota ts mostly composed of five phyla: Feowicutes, which
Jccoent for 60-30 % (of which the most impeoetant ace Runsniscedc-
aus. Clostridium and Locssbaciius ), Boctercidetes [maaly incloding
Bocteroides, Prevorefla and Xylanddacter) accounting for 20-30 X
And Acrinsbactenis. which represents the minacity of approximanely
10 % (wih a predominance of the genus Bfidobocterium . whereas
Proteobecteria, such as Exchenchio and Exserodecteriacese, are even
Yess commonty found [4] As 2 component of the human body that
may dicectly atfect our health o disease status, these microorgan-
tuns have been receiving increasing attention in the last decades
{5). There is an emerging piece of evadence that the daruption of
GM composition and function s asuredly implicated in the patho-
gonesy of such metabolic diseases a5 ebesity [6-8) and type 2
Subetes meollite (T20M) |9-11) Taking into accoust the globul
epidemic of vbeuty and the comeguest acreae of TIOM reva-
fence, which is estimated o increawe up o 54 X by 2030 [12);
o crucul to evaluate the relatombip between gut microbial con-
tent and the developrment of metabolic disceders. Recently, several
Teports describeng the chasges i composition of CM [19-24] and
CM-redated metabolites [13-15] In asseciation with the progres-
0N of obesity and T2OM huve been publisshed. The currest state
of knowledge i this aeea is presented in ths review.

As meachoned above, different types of bacteria can be indi-
cators of metabolc dueases [10). tut it 5 also essential to state

mecrodiota nteractions [ 17) The Bst of sech molecules includes
sort-chain Gty aods SCPAs |15]. beanched-chaom fatty a0ds

IMCFAS) F19) amuino scids (AAs) | 20]. brasched-chain amino ackés
[BCAAL] |21, ke ackds (BAS) | 22 ] and others |1 3] The tramforma-
tion prodects of thewe metaboltes may be important modulston
of different metabolic pathways pleying an outstasding role s the
development of metabolic disorders [21) Thereloer, ao accurate
determenation of GM-selited metadolites in boological samples o
crucial Sor a better understanding of the systemac effect of CM o
the whele onganises | 24] as well as 1o reveal novel molecudes that
can improve the diageosis of various diseases |25). CM-related
metabolites can be detected i blood samples and may refect the
changes In gt Nora composition and activity evoled by disease
of Intervention eg. baclatric surgery |26.27). However, to evals
uate the actual micrebial composition and activity In intestines,
feces 1s the mest appropoate sample to study [28]. Feces, due
o its direct contact and transient presence in the colon and rec-
b, represoats 3 valable tiological matrix that relects the health
status of the lower gastrosstestinal tract and reflects 3 umique
metabolic interaction between the host and the symbiotic microbes
|29} Unfortunssely, profiling of metabolites i fecal samples repre-
senty a challenge froms both anadytical-chemistry and tiechemistry
standpomts [ 2] The compostion of fecos s highly dopendest ca
short-term dietary Gcton while Ao fopeesenting the primary
specitnen where co-metabolism of the howt orgasism and the gut
microbiota is expressed [10) Therefore, it is crucial to apply &
proper methadelogy for sample preparation and metabolaes anal-
ysis, wiich will compenaae for the highly varable nature of the
sample. Assuring this strategy, useful data will Be cbtamed peovid-
Ing indghn o ongoing Mochemical precesses | 2]

Among the different analytical methods used for the mea.
surement of vanous blomolecules. mass spectrometry (MS] has
grown in pepulaney [24.31.32] It is frequently used in combuna.
ton with separation technigues, such a3 gas cheomatography (GC)
[33] or ligud cheomatography (LC) [ 14 36) Wile the prepara-
taen of samples for GC-MS analysis requires 2 tramformsation of
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the metaboltes into a more volatile forms, in the case of LC-MS,
the derrvatization of analytes is not usoally needed. SCPAL uvaslly
roguire derivatization before both GC-MS or LO-MS analysis due
10 & son-sullicient velatility, exceasive tailing, 100 strong Afaity
10 the stationary phase and thermal instability |35] Commenly,
the aim of the Serivatization process & dfferent for GC-MS and
LC-MS analysss. In the case of CC-MS, dervatization pursees 10
Comvert the analytes into thermeally stabie, volatile molecules 371
whereas, In the case of LC-MS. the goal is to provide the derrva-
tives with better retenton and lnlzation efficiency compared to
the onginal metabolites [32] Analytical dervatization Is an extra
step of the sample preparation method, during which the struc-
ture of the compounds of interest 1s modfied into & prodixt more
sutable for analysis | ¥5] An ideal dervatization reaction should
have the following charactenistics: | 1) it shoukd be robust emough 1o
revant vacious and complex matros compostion | 18] {2 the reagent
can welectively react with the speciic functionsl prowp wsder muld
conditiom and 00 by-prodects in the devivatization precess are
formed:; [ 3] 1he reagent o casily synihewred o commercially aval-
abile; (4) the resdue of the devivatization reagent cannot mterfere
with the sepuration and detection of the Servatives of the analytes
o can be exsily remeved aier the devivatization reaction | 36).
Therefece, to overcome these problems, a wade variety of new
133.37,39-45] or medifed [219,456-50] methods for devivatiza-
tion of GM-related metabolines have boen propesed over the it
years. Published review articles [2.51-54] have already cluded
many aspects of the anadytical protocols applied to determine these
compomnds in feces, including sample collection, pre-treatment,
normalization and analysis. To the best of o knowledge, detalled
conditions for fecal metabolites devivatization have not been
reviewed befoce, In this study. we peovide a comprebensive som-
mary of the methods for derivatization of GM-related metaboltes
prior to GC-ASS or LC-MS analysis, which have been published
m the Last five years (2015-2020) Additionally, the most recent
analytical mwethods wed for the determination of GM-related
metabolites withost devivatization are sbso presented,

dyvregula-
san e relation (o the pathogeneis
of obeuty and/or type 2 diabetes mellitus (TZOM), PebMed was
wearched [the last search was performed on Apeil 10th, 2020). The
phtascs “Gabetes — gt micrebiota” and “abesity-gut sncvobiota”
were intreduced, giviag 2550 and 3662 anticles for cach phrase
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reapectively. The obtained hits were examined, and the following
mclusion criteria were wed: foll journal publication, articles con-
Lainieg data about moleculas mechanisim by which gut microbiots
contributes 1o cbesity and diabetes and studies oa T20M trem-
meet by changing the put composition. Moreover, stodies were
excluded If they did not have asy abstract available or lailed to
mention dny corrvelation between CM comgosition and metabolc
diseases. While inspecting obtained hits, three main classes of
CM related metabolites, that have an impact on the two stnded
metabolic Sscases sgpoared, Le., FAs, AAs and BAs. The articles
were re-grouped accordingly, and oaly articles containing indorma-
thon about metabolites from these chasses were kept. Subsequently,
additonal Mltering was performed and ondy studies in which these
metabolites were correlated with metabolic disesses were kept, A
schemsatic strategy of thas part of the literature seaech is presented
n g | (panel A}

Furthermore, IdMed databuse was also searched [the Last
search was performed on April 106h, 2000 for all studies contamsing
information about derivatization roagrats used for the defermi-
sation of CM-related metabolites i focal mumples. To focus enly
on the ment currestly wied reagents, we swarched only for the
stodies published oo exrfier than the I8t of January 2015 The
plirase “method for detection of fecal metabolites” was searched
i PubMed, limiting the hits to those published after the above-
mestened date. As a result, 301 rececds were fousd. Exch of the
records was inspected manually, and papers were divided based on
the analytical techmique used 1o measure metabolives, ie., GC, LC
or nuciear magaetic resomance (NMR L Papers with the wse of NMR
were excluded. as derivanzation of metabolites before NMR anady-
345 s not performed. During the arucies iInspection. we have noticed
that most of the mew or modfied denvatization methods for the
anatysis of GM- and metabolc discanes-related metabolees in fecal
samples concern SCFAs and BCFAs, Therefore, in this review, we
Barve focused manly om derivatization reagoets used for the deter-
mination of these two groups of metabolites, Finally, 49 research
artches (52 for GCand 17 for 1C) remained and are descnibed below,
The wchematic strategy of selection of the literature for this past of
the review is presented in Hg ) (panel B

1, Obesogenic and snti-obevogrmic gut microblota

B2 the Liwt four decades, the global provalence of obeity bas
almost reached 650 mellion people, 4 number 1hat i six bises
Righer than soted in the 1990s | 10] Several studies, boeh in humans
and in anisal models, have shown that the CM contributes to
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the pathogenesis of obesity [65,12) Coraldering stmal studies,
Rudaura et b [35) in 2 ndmark study. confirmed that healthy
ece transplanted with the microtsnta of obese mice become obewe
within the next two weeks. In another study, Mydums Frmicutes
(& dominant unollhrﬂ‘mmmuanlhl)um

mumdohmyummlsnmmn&
demenstratod that the adssinistration of & specific Sififodexteriam
srain reduced system mflammution and impeoved metadolic
@psluaction in mece with diet-indeced obesity [ 53] Trestment of
obese mice with Syfidedacterhum MKK4S for eight weeks reduced
body and organ weight, snpeoved levels of serum glucese, tighyc-
ende and chodesterol and repelated gut microdiota dysteosis [59)
Somee of Lactodeilhus species were found associated with weight
gain, wiile most of Locrodacilh have am anti-cbesity effect [0}
A mcta-analysis revedied that Loctsbaciius plonranume promoted
woight Joss in anemals, and Lactobaotles gavsernt prometed weight
Joss in both obese humans and aimals [61] Law e2 al condected
an anomad expenment in which Watar rats became obese after
12-woeks of a high-fat diet (MID). After the treatment, & lower
Seveld of Bacteroideres, Prevateils and Loctobarifis was observed in
the gut of these animals |07 ] Similar alterations, but in mice, were
alve found by Shang ot 4l j61)

In homsims, mont of the publihed sudier indicate that 4 v
m the Firmiate] Socoeroddetes ratio s related 10 a8 augmented
fow-grade inflmmatony status and 1o 4 more elevited capatsl-
tyol caetgy from food. It win also conficmed by Zheng
etal [41]1hat certain muceodisl species in the human gut comrdule
10 weight gain while ochers contridute 10 weight loss, Foe exam-
e, Bleutie, Rondeutsia. Ruminecoccus, Clostrifiumseansy sanicto and
Dovre were positively comrelated with indicanors of dodyweight,
leciuding watszhioe and body mass Index (BMI) and serum bgids
(Inchading low-density lpopeotein trighypcersde. and tocal choles-
terod] |41 In contrast. the aorementioned climcal indicators were
negatively assochated with Bocteroddes. Rosedwria, Bunyricicecous,
Aldstipes. Porasutterelie, Perabocterodfes and Clostridivm V. Many
authoes reported elevated levels of gram-positeve and negative
bacteria: Clostridiam spp.. Lactobaciila spp.. Mrevorells spp. and fro-
teobartenia spp. i overweight indiidaals | 64-646) Abenuvol ot af,
observed 2 reduced number of BactrriodeteyYirmicstes ration in
obeve compared 80 non-obese pationts [47 ] However, these revults
have been contradcted by other sudies. Duncan of Al &d not
chserve Jny differences i 1he propoctions of Bacteroidetes and
Firmicutes in the feces of kean and cbese sbjects |65] Chakraborsi
et al peported that b obesity o hnked 10 4 reduced sbundasce
of inestinal Bacteroidetes, Foccolbactenium and Verrucemicrobvo.
and an increased abwndance of phiylum bacteria: Actinsbacteni and
Favicutes |69).

4 Diabetogenic and anth-diadetogenic pet microbiots

Several research amikles [70-72] and the newest reviews
110,73.74] have reported that GM dyshiosis can be a factor for
the rapid peogression of insulia resistance m T2OM cases. it may
Teshape intestioad bamier functions and host metabolic and sig-
maling pathways, which are directly or indirectly related to the
mulin resistance in T20M | 79]. ta 2004, the first evidence was peb-
Inhed based on the study on germ-free mice, suggeting that pet
mucrodiota may contributr (o the alterations in glucose metabelism
176) Recent studies have coafirmed that the got microbsome status
mright be 4 new Biomarker for type 2 diabetes prediction |77, 78]
Consdering anemal and hussin studies, in which conustent revulty
tegarding the differences in bacterial population between diabetic
and control sebjects were obeained, it can be concheded that the

penera of Bfdodacteriom, Sacteveides, Farcolbacterium, Akberman -
sha, and Rosebaria are negatively assoclated, whide the Gamies of
Ruminorooosn, Fusobacterium and Sleutia are poaitively sssocuted
with T20M [ 73}

In addition, peeces of evidence emerpeg from amimal mod-
mmmmdmlwnmmam
and usulis resslance may be tmproved theough reple

here 5 2 Lack of time-resolved microbual chaages duriag the peo-
gression of diabetes. The exception & the study of Zheu ef Al who
monteced chaages in the fecal microblome dering the progress
of diabetes from the Sth o the 15th week of age. The fecal
microtome (Loctobociius, Tuncidecrer. Bifdobocrerivm, A¥odecy-
Tum, Bansnococcus 4nd Akbermsonsia) of racs was hghly dysamic
and underwent sgnibicant changes during the progression of da-
betes [79).

In humans, Lansen et al [80] and Kartsson et al |§1] repocted

Bectersides-Irevetelle group to control groog coerelated positively
and significantly with plsess glucose concentration But not with
BML Sedighi ef Al huve cbuerved that the Lactoboctibo, BiSdaboc-

onu
betweea diabetic and bealthy subjects | 5] Loag et al [ 14] descrbed
that the level of two pliyla (Actisobecrevis and Fevoicutes ) and chass
Claseridium was sgnificantly lower in dabetic subjects compared 1o
the control group. Researchers have also reported 2 strong cooreda-
1200 between T2OM and a highet leved of Loceobooifis, Bacternides,
Procesbactenia ond Prevoteila bactena [9,15.80]

5. Cwt microbieta-derived metabolites

As presemced above. there is 3 connection between CM compo-
sition and metabolic dseases. The symitsotic relationship between
the put microtiota and the hont is regulated and stabilized by 2
complex network of interactions between them | 71] This crostalk

functions [ 81} incheding SCFAs productson |84, AAs symitheis [A5),
BA tramdermmation [S6] 4y well as hydeolyvin and fermentaton of
non-digeatdle sulntrates | 15] In the Lt few decades, # became
apparent that regulation of the above mentioned metabolic path-
ways may plry a key tole in the peevention and treatment of
metabelic syndrome 23], Bowed disceders [$7-89] and centain
types of cancer 90}

5.1 Microbval -devtvesd shovt ~chown fatry ookds (SCFAs)

SCFAS are a class of the most-thocoughly studied CM-related
metabolites [91]. They are generated in the colon a3 the end prod-
ucty of sacchurclytic fermentation of complex cartohydrates and
starches by the gt microbiots |42] These metabolites are defined
s groups of FAs wath fewer than six carbom, inclading foermic acid,
acetic acsd (ACA) propioaic acid (A}, butyric acid {BoA) and vaderic
acd (VAL The mugor gut SCFAs are AcA, PA sad BeA, which account
for maore than 95 X of all the SCFAs and are fousd in bigh concen-
wrations in the imestingl tace, ranging feom 70 10 140 mM in the
prosiens] colom and froem 20 10 70 mM in the distal colen |93 ). Acetic
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a0id. after absorption through systessc airculation, reaches periph-

eral tisses where it 4s used by cells for the synthesss of fatty acidy

and cholesserol [15) This compound i produced by most of the
Lacrobocilles, Bfidobex terivm

murisiphils,

|04] vie the Weod-Lpunplahl pattway and the acetyl-CoA path-
wary [ $4]. Propronic acid is produced by Akbrrmenia, Sscrerovdetes,
Byidobacteriun, Frevetols and Ruminococoss wo wedcindte, acrylate
and propanediol pathways. ) is alnorbed thiough the poetal circs-
Lition and takes part in gluccncogenesss [60]. Butyric acid maindy
SEIVES 35 an energy source for coloaic epithelium [95] and is pro-
duced by Rosebwnie spp. Exdacteriam recisle. Chosaridiues Mepture,
Eubocterium helld, Coprococrus eutoctas. Foscalidecterkam praus-
el Exdacteriam rectole, ANoerostipes cactee and Coprococos conss
184)] via the Butyryl-CoA: acetate Col-transferase routes and the
phosphotransbutyrylase dutyrate kinase routes {91)

In Brerature. many sclentific reports describung the assoclation
between SCFAs leved and obesity /T2DM development can be found,
below an analysis of the assoclition published between these ele-
ments i shown. lowever, the sbtaned results are inconsistent,
Maller at el reported 2 positive cormelation between fecal STTAs
comcontration and metabolic disease (W) Contrary, Soto ot M
have reported 3 megative relatiombip Between SCFAS level and
metabolic diseaie; i this wady, & total comcentration of SCFAs
n with TIOM was sigaaficantly ower thin = the oo
tred prong |97), Contrary, Adachi et A &d net Bad dfferences
in the total concentration of fecal SKFAs Between controls and
T2DM patients. Nevertheless, comadering individual SCFAs, T2OM
patients (compared 10 the contred group) had 4 lower devel of fecal
PA. VA and BeA, and a higher lewed of succinate [98). Schwienz
et al observed 1hat 2 1ot concemtration of SCFA i fecal samples
of obese volunteers was moce than 20 % higher than that of kean
voluaseess. The highest increase was cserved for PA, followed by
BeA No considerable differences i the proportions of the iso-SCFA
were observed [99). Accoeding to Rahat-Rozenbdoom et al. a higher
fecal concentration of SCFA In obese Individuals coudd de dee 10
several Gactors, ncluding lower SCFA colonk atsorpton, reduced
colonk transt time or increased SCHAs production due to differ-
ences In dietary intake or colonk mikcrobiota | 100). Additonally,
Pernandes et al comuder that it might alw be the rewlt of increased
mikroteal production, shifty in microbial cros-feeding patterm,
Jow mucosal absoe plios of even the rate of transe alose | 101 ) New-
ertheles, it is kaown that chasges in concoatration and proportson
of indivadual SCFA sev concureent with chasges in bacterial groupn,
Rahat-Rosenblooe e 4l obareved incroased AcA snd BeA concoe-
trations as well as Firnicutes: Bacteraidienss ratio in obese compared
1o fean indviduals [100). Fernandes ef al olserved significantly
Increased levels of PA and VA, and a highey leved of Exchenchsio cofl
in lean indwiduals compared to overweight ones [101].

52 Nhcroblad -denived amine ackls (Ads)

Several amino acks released by gut DaCTEra Can serve as precur-
sors for the synthesis of SCRAs, contrituting to the development of
obesity and other metabolc diseases [102). Branched cham fatty
acids, Mee sobetyrate. 2-methyRatyrate and isovalerate can be
derrved from the fermentation of BCAAS [ 101 Glyane (Gly), thee-
onine, ghutamate and oenithine (Orn) can be metabolaed 1o AcA by
anacvobic bacteria BeA Is primandy synthesized from bywee [Tyl

and theronine. Threomine can be utilized Soc PA synthe-
win [104]. Alsmine (Ala), Seucine (Leu )l soleucine |Mle), valine (Val)
and hivtideswe preferentially serve as hydrogen donons in metabolic
reactions. fn contrast, ghycine, prokne, Ors and arginioe tend (o xt
a8 Mpdrogen receprion [ 105),

The abendance of 1he AAs-fermenting bacteria in the
imestine & very high, and ihew number cas reach up 1o 1
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por gram of dry fecen (05, Clostniddurs hferswenions i the pre-
domeant Bacteria for the utilization of lysine o probise | 106).
Mepeostreptococcus spp. bactenia are predossinant for the stibiza-
ten of ghtamate or Nmﬂlp)llmlmw

10 the Clourridium spp. are dominamt foe AAs fermentation ia
m human luge intestise. However, ahﬂ bacterial species,
such as Fusoboctenum, Socterovdes, Vedonella o
dend and Selenomenas ruminaociam, may slso be essentsal for AAs
metabolism i this part of the human GI | 08]. According 5o availl-
able research data, it has been confirmed that GM can de wove
synthesize some of the ammno ackls in the G [85]. Arpnine can be
produced by Socterosdes theralotoomicron and Fsodacteram v
furm, Trp by Streptococous spp. Eschericiia cobl, Enterocacows wheveas
ryrosine by Becilus and Serrocka | 106 These examples coafirm the
rreplaceable position of intestinal microbes in AAs metabolam,
regardiess of host metntion and physiology. They also indicate badi-
rectional processes betveeen AAs and gut microbes.

Numersus human stadies have comistontly dessonstrated that
concentrations of BCAAs and sromaatic amino acids [AAAs) in bo-
logical samples [ plasma, fecal snd unne | are sasociuted with maulin
mistaace, and huve the qualty 10 predect diabetes and obe-
ity development [17,009,110]. Oxidation of BCAAS may increase
Gty scid oxdation and abwo play 4 role in obesity. Chen et Al
confinued that seruss concestrations of 8CAAs (Val Lew, and
e, AAAs (phenylalanine and tyvosine) gluconeogenic AAs (ala-
sine, glutamate, and glutamine] and other AAs (Om aad Lys),
were associated wigh the risk of T2DM development. High con-
centrations of vakioe, leucine, soleucine, phenylalanioe, ryrosine,
alanioe, gheamate. omnithine and dysine were assoclared with an
Increased risk. while a high concentration of glutamine was asso-
oated with 2 decreased risk of TIOM incidence [111] Leucine,
phenylalanine, gutamine and ghutamate may Induce pancrestic
P-cell insulin secretion and promote T20M vwa hyperinselinemia:
leading o pancreatsc [§-coll exhaustion. Seme other ssechannms,
wich & stsmulation of ghcagom releave from pancreatic a- celly
and Increasing transamination of pyvuvate to alanine, 4 strong
promotee of ghuconcogenesis, sy explan the potentially unda-
vorable role of ghutamate in TZOM risk [1120111) & ancther
wrady with 526 participants beng followed for 4.7 yean, the
anociation of BCAAS sad mcident type 2 dubetes did not reach
sLatistical sipeeficance after adpusiment for insefin resistance [ 110)
Recently, in a lirge-scale praspective population-Based cohoet
stady, Ruiz-Canela ef al. proved the dasociation Between plasasa
concentraoon of tonal BOAAs (Le, valine, leadine, issleucine) and
the sk of type 2 diabetes meiives |1 14] Similar sesults weve
obtained bty Floces-Cuerrero et al, who also reported the rela-
Dooship between the plasma concentratons of total BCAAS sod an
Increased risk of T2DM development | 211 Ahola O et al carried &
Large popudation-based coboet study {11,896 young sdults (24-45
yoears) wirh a Sollow-wp of 3.15 yearsl which aimed 1o select
Blomnarkers of future type 2 dabetes. Reanched -<haim and aromatic
amimo ackds, triacyighycerod lisolekc acid and son -estersfied choles-
tered were Indicated as the most reliable biomarken | 115 Lee etal.
reported that 2-ammoadipec acd {2-AAAL 3 metabolete from Ly
metabolic pathway, could be 2 potential lumarker of cbevity and
abevity-related metatolic dissrders, In th study, 2 level of 2-AAA
weas screaied in cell aad mouse moadels of cberity-selated maulin
reslstance. The excess boved of 2-AAA Jed to impaired imalin sg-
maliog in esulin-sensitive colis (liver, skeletal muscle and adipeae
cells) and caused abnoemal gluconcogoaesin | 1161

s conclusion, assino a0id and glucone metaboliun e Closely
reiated. AAs repeesent the main (eservelr for glaconeogenesis and
Infuence insuln and ghucigon secretion. Both processes are altered
early in the pathogenesss of T2ZDM, which, at least in theory, makes
ameo acds good candidates for biomarkers of metabolic dis-
eases.
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5.3 Microbial -denved 8As

One of their prmasy function of BAx s to facilitate the emulufi-
cation of dartary Laty and 10 asent the smoestinal bsorption of Spids
and lipophiic vitamena [117], Bde acids are yynihesized in hepato-
cytes frum chollestersd | 117) BA syaehess in humans i estimated
10 use abont half of the BOO eng of yysthesired daily chalestenl
122] 1 the biver, specifically @ peroscsomes, primary BAs are con-
Jugated 1o either Cly ( in Dumans) o taurine by
the bile acid-CoA synthase (BATS) and bile a03d - 2mins acid trass-
ferase (BAT) enzymes In the intestine, 4 portion of conjugated
cholic acud (CA) and (Besodeanycholic acid (CDCA) are deconju-
gaved by bacrenal bile sl hydeoylase 1o free bide ackds. Bactersal
T debydronylase removes the 7-HO group Brom CA and CDCA 10
Soem deoxycholi 2ok (DCA ) and lthecholic 200 (LCA) respectively
155) The gut microbionse plays 2 key role in BA synthesis, medifica-
voa and sgnaling by transforming host-derived prumary BAs into
wecondary BAs and by their decongugastion (¢ 2. removal of Gly or
taurme ) via the enzymatic activity of bie salt hydrolase | 118)

The significant companenits of the human bile axd poot con-
st of CA COCA and DCA. their 1280 Is rowghly 4:4:2. BA level
and relative compoution can be modslated by gut microbiota
122) Sach bactena as Socterokdes, Fabactermm, MSdoboartermue,
Runsnscoccus, Neptostrepfococon, Proplontecterism, Cloaridiue,
lactodecili, Exchenichin, Strepfococcus and the archaeal genuy
Metharobrevibecier, espocully some of the Clastnidia, indludag
C winderns, C hvensad, C kylemenee (CToatridism chaster XVie)
and C sordelll {Clastridure chuirer XI) are capuble of produciag
secoodary bile ackds [119] L et al, confirmed that bile acids
Seved was positively convelased with Clastridiem sp. Parasulrerelia
secunde, Tuniobocter sp. and 11 unclassified species, and negacively

Microbocterium marinvous, DOLGATOCE0E .
coccus plantorum [ $04] In galibladder ble, bele ackds are conjugated
10 cithey glycine of taunne in 2 ratio of about 3 10 1.4 An Increased
expression of cholesterol 7-alpha-Sydroxylase is correlated with an
socreaved rate of Sile acid synthests and increased bikary bile acid
and cholesterol secretion, Turthermaore, ntnmudrmdh*
acid synthesis | fecal ! duces sevum choles-
tevod deveds by Mmmwdmw
(LDL) cholestorol, then smproving the hyperlipidenic musifos-
tios of diet-indaced cberity and dubetes | 120,

Canou of al repoeted an incresse of deaxycholic acid in
T20M patiests |121) Similardy, Hacusler et al cbserved that
12a-hydrexylated species [sum of CA, DCA, and their congugates)
weve significantly higher in patients with T20M [122], Baratric
sergery was fousd 10 increise the level of BAs AL the same Time,
4 hypocalone diet, which indoced similar wetght loss, was assecl-
ated with a reduction of the level of usconjugated BAs. It suggests
that changes in bulle acids are Dot the main reason for 1he imgrove-
ment of ghucose tolerance following gastric bypass operation 1204

and the total BAs were observed i cbese and diabetc patients
m comparison 1o the control grosp | 104). These results e con-
sistent with those reposted by Vincent et al. who observed that
Bale acsd concentration m Increased (n obese patsents with type 2
@abetes [123] The close Enk between plaama leveds of BAs and
crucial metabolic parameters raises the possitality that medulation
of BA could be used a8 & therapeutic spprouach for the treatment
of metabolic diseases, Dietary supplesentation with CA increased
encrgy cxpenditure and reduced weight gain dunng a high-la
et |83] BA sequestrants, which iscrease the CA pool size {while
reducing CDCA and DCA poals ), alse redueced glucose, hemoglobin
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wnd cholesterol bevels m patioats with type 2 diabetes [85-87)
Than, therapeutsc strategies which smcrevae ciroalating BA devels
or modulate the relative distnbution of active BA species could be
& practical approach to improve yystemic metabolom [22)

6. Measuremsent of GM-related msetabolites in fecal samples

The concentraton of SCFAs, BCAAS, AAAS and BAs can be
modulated ty the dilferential presence of comical microbsal fami-
Besths having sigoeficant implications fof the pathogenesis of the
metabolic dsease [79,1 24 ] Consequently, an accurate determinag
o0 of these metabolines can be esseanial for the early dagnosis of
vartous diseases. Among metabalines produced by gut microbiota,
SCFAs and BCAAs are the most frequently measured in tologi
cal samples (eg. plsmalseram, unne, bile, or feces) because of
the smportant role they might play | 125] Dae to the rising popu-
Larity of the imwvestigations on the complex Interactions between
the GM and the hest metabolism. fecal samples have gained 2
significant rode in this type of research. being the most aces-
sibile biclogical mutrte, wiich can directly probe the conmection
between intestmal bactena and physiology {124) However, the
amnaltysis of CAM-related metabolites in this type of Blolopical mate-
rial can be complicated. Analytical challenges are net only related
to the marked compounds bet aho to the complex matiix they
belorg to |126) Successful sample prepaeation and metabolee
analysis tequite that the methodelogy applied adequately compen-
sates for the Baghly vaniable nature of the sample. It is important
to generdte welul data and peovide relable imight imo cagoing
biocchemical processes [2]. Identification and acowrate measure.
ment of endogenoes low- molecular- wesght metabodites is 5o an
anadytical challenge due 1o their snigue physicochemical proper-
e (such as low vapor pressure and badling point, and relatively
high solubiicy In agueous pdase ] and their low concentrations
in biological samples | 1271 Therefore, 3 dernatization peocess s
usually performed before analysis of the abovementioned classes
of metabolites. A revision of the recent (2015-2000) iterature
showed that the sewest or modified derivatization methods for the
amaltysts of GMS-related ssetaboltes in fecal samples mainly concem
SCFAS and BCYA (Tabdes 1 -4)

6. 1. Deviverizorion reagents used ro modify feced merobolres
Defore GC-MS analyshs

Gas-cheomatography coepled to mass spectrometry |s the most
commanly wsed method Sor the compeehensive analyss of volatile
or semi-volatde and thermally stable compounds with high oth-
cency [125] Most of the small molecular weight metabolites
[mcluding small acidy, alcohals, bydroxy ackds, AAs, segars, FAs and
sterols ) existing in nature contam fusctional groups with active
hydrogen stooma (-COOM, ~OH. -NH and -SH) Thewe grosps make
them difficult to be analyred by CC due to several cemons, inclading
invudficient volatility or thermal invtabilaty |129,130) Therefore,
a derivatization step Bedorr CC analysin is sequired to impeove
velatibry, thersnal stabaity and chromatographec mobiity of ana-
Iyte, &5 well &5 10 enhance cheomatographic peak shupe and te
reduce peak tailing (Tables | and 2] Additionally, dertvatization
can alio add desired diagnostic fragments 10 mass spectra for
Identification purpoases [ 111L this is especially impornans during
non-targeted analysis.

G110, Siblation reapentys seed for (he derivattaation of
CM-releted metodoliies

Siylation is the staadird dnd mowt widely used dexiva-
riration for the analysis of microbial metabolites
by GC-MS [130,132] It istrodsces a siyl group [-SECH )]
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Table )

CC-based meshods foe the Larpeeed analysis of SCTAS and BCFAs in feces.

Metaboltey Organium Sample preparatson Dertveatization reactson Cheomamegraplry| Yalidutwon pucameton Refevercm
detection/stathonaty phase
SCFAs and BCFAS (6] AcA PA humans 1 -propancd Total time: S min; CC-POLWMS HPSMS (M0 m « LOQ =530 pM. Linear range: (24}
BoA, 1A VA IVA Derivatization [EC) 1 min 250 pm, 025 um fils S-5000 ol L' RSD < 4%,
10T temp ckness | Thne of analysis: 0097
0 =un
SCFAS (4 AcA PA A Va Dumans et ether hesane (1.0, vv) Total tene: 20 sun CCMS; Nukol™ capilury CC Lineaf ranges = 57140 1.20 pg 184}
columa [15m « 0.5) mm« miL ' RSD < )0 X 0D -
05 jum Slen thackness) 1R 10 pgml ' 100~
Supetco: Tme of analysts 15 57102 pgml ', Recovery:
mis D651 -108X3 5, KT » 09
SCFAS and BOFAS (15 FALVA. Mamans and car LLE: benane Total thse: 10 min. COMS, HIFSMS (30 m « 025 Recovery =42 -98 X RSD « 10 1%
AA, 3P A PA ICA A, CA, Derivatization (T 7 min e, 025 ) AT; Tiese of 1 R0
BCA 2-mHA, 2-mBA 4. mmtA oo Lemp. anadysis: 20 min
VA WA
SCEAS and DOFAS (TE AcA DA, humam Moaphors ackd Total tiene: 30 i, CC-MS-TQ, 28 1T AN columen LOD =05 1280 pM ns)
PABA VA VALCA Devivatization (PCF) 5 min 130 025 gom Mm thichness
room temp Time of ssalysis: K min
SCEAS and BOFAS (6 AcA PA humans LLE: butand Total teme: 30 min CC TOPMS: pedar VE-WAX s LOD 00501 mgml " 10D~ na)
A, BcA, IVA VA Capilary cobumn (30 m x 025 05-10ugmt " RED <10,
men » 025 pm fn tuckneis ) AcCutacy = Y3111 X Recovery
AT Thne of analysis 158 mon 9511052
SCVAS {4F AcA PA BcA and VA humam acdic wolutson Total thme: | h withou! CC-MS; ZB-WAX (30 m x 025 LOD = 00013 - 006K pmsol g - 1 )
derivatization e I, 015 g ke (hickness ) LOQ =000 peoi g - 1.
Tiene of asmabysis: 74 mis Recovery = K3 - 110 K Accusacy
= 19110 % Preciuon = CVE<1)
L 8
PAS (S LA, OASA MA and CeA ol samples acctvne, Getiyl cther and Total thme: | h: Dertvatization MS-CO-MS, L 2 LOD =027 05T mg L’ sy
- were (RSTFAX 15 mén 2 200 € [25m » 032 mom, 952 pum M REG0998 RDS =22 495
teated aa & devwvatization thicknen | Thoe of amalysis: 20
oedim and DVF was mis
conudered a5 the best
SCFAS (3% AcA PA A dogs Cissme Total thne: | h 20 snin. CC-MS, D81 S capililacy LOD = 0203 mM, LOQ = e
Derivatization MIBSTIAL 0 column [AT) Thae of analysis 08 10mM Recovery = W 93
e 100 terop. 2053 min L RSD«SN
SCFAs and BOFAs (81 AcAFA mice LLE: hexane Total time: 2 h. Derivatization COMS. DB 225 M5 (30 m « LODS = D244 0577 uM LOQ ~ "y
PA BBCA, A, 2-MBcA, IVA, (PYRR: 80 Clar 15 h 0.2% mam « 023 gm Him Q0777813 pM Recovery «
VA thickneds ) (50 557979 % R0
T-cyanopropyiphenyl -
methylpolysikanine ) AT Thne
of analysis 25 min
SCTAS (3] AcA PA and IcA mice UL beane Total time: | h, Dertvatization CC-MS: VF-5 MA columa (3 X RS0 « 12X L0OGs = 1-20 pM o)

(PFE8r) 60 C for 30 min

pheayl-methl; 25 m x 025
mes; 025 pm Ml thicknes )
AT Thene of analysis. 15 o
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Tabde 1 (Continned)

Metatobtes Sanple preparation Dherivataa atem redcthon Ohromatogr aptvy | T Valvation parametery Refeverses
detectionlatosury
SCFAs and BOFAS (91 AcA PA. LLE: anbydroes dieedyd ether Total thawe: 2 0 30 o, GO MS: HP-5 MS capsllary RSD < 2 5 1ODs = 0064 0.067 1w
A TCA VA VA 4-mVA, L vy Derhvatiration I5TFA) 37 © oobumn (M0 m « 0.2% men « PM L0 = 160168 puM
HA HxA for2h 0.25 pm Alen thackoess) (AT) Recovery = 8163 1284 %
Thme of analysis 70 mm RI>099
SCPAS {3k AcA PA. BcA herane Total time: 1 ke Dervvatizacan GO-MS; P50 capillary Recovery =07 - 108 X KSD « 20 11%4)
(PCF60 Chr i s oolumn coated with 5 % LMAIG-STLIO0-02-04
phemyd-05 % peml L 10Q=1-Spugmt *
methyipetysiotane (30 m «
0 pm 025 pm fem
Urickaess |, Tiase of analysis:
5 mm
SCPAS and BOTAS (61 AcA A eyl aconatr Total theme: 45 m. GO-MSMS, IBITAY (30 m OO «03-08mgl " LOQ = f1o1)
IRA A VALVA weithaont devvatitaton 320 um « 05 gun fidm 08 10mgl ' Rexuwery =
thickaess ], Total time: 115 BO- 102 X R »0.900
mn
SCFAS (B): AcA PA a0 IcA LLE: Ndwstanal Total thowe: 15 mn CC-NS: D827 coburma (60 m x Linear sapge « 1510000 py pm)
tett abrydrofuran and withos! dcrivatiration 0.25 rrern x 095 pums Sk byyer ml ' RS0 « 150 % Accwracy
acetonitrde bn 3 50:30°20 ramo. a2 (ervod selative [ER]) = 1505
MO0 M 20 g citric achd and 1-methytnaphutalene Time of Recavery> 970X
40 mg sodien chdoride analysis 12 min
SCYAs andd LCFAS (27) anbrpdrowmn ethancd Total thenw: 10 e GO-MS; 150 caplary RO*090. RSD« 1 0-671 %, e
Dertvatiation (L0 10 mun celunn Recovery » 58 X, Lineas range =
TOOM tep. casted with polytmede (GO m « 05 50 pgmi '
025 e « 0025 mes Sim
thickness: Time of analysis 45
men
Metabolives (62 AAs (201 LLE: methaned and Chideslorm Total thewe: 45 o, MOX: 37 GO TOFMS, DBSMS (30 « LOO = 0.002 - 0.9 el LOQ = 1)
PhDs (15), FAs (6L Oy (6), vl € e 2 b, Derivatization 025 mm, = 025 pm Q00107 nmol, Linear range:
M (4), 80 (2) CESTRAY S TNCS 20 C for 90 il thichnemn; |3 5-phesyt)- 0.25-500 nescd, RF =
=in - Thne of 09936 09998 RSD < 15 %
analysis: 45 mun
SCFAS {3k ACA PA BcA LLE: dchdorometane TFotal thone: 30 ron. GO NS DB-5 MS capilary Linear range = 0.05 - 40 pg sy
Derivatization (Y0} 60 € ooty (30 m » 0.2% mm « ml L RT0597, 100« 5- My
$0r 20 e 025 pm Alen thickness: Thme ml ', Recovery> 42 5
of analiysis: 20 min
SCPAS {31 AcA PA and BcA dirthod ether Total tieoe: 12 mm COMNS ZPHSAY (30m » 025 ACA (200 ¢ 024 myigdry j1is)
WEDOW! Sey VAT A00 o« 025 o Sl thicknen | weightl PAOST £ 007 me'y
Theme of analysis 75 mus dry weight) snd BcA (098 +
01§ mgig dvy weaght)
SCFAS and BCYAS (75 AcA TA SPME {DVIUCar TOMS fiber ) Total tiene 30 mun SPME-GE TING) cndumn LOD =007 - 491 mg L ', 10Q i)
BOA A HAL TBCA, IPA without derivalizaton (Z8-FFAP 25 = » 0.32 mmn « 00151638 gl ',
0.25 pm Sl thickness: Thne Recovery = 7271046 %,
of ssalysbs: 15 sun R 0.9
SCFAS and BCFAS (9) AcA PA HCOethaml Total chone: 15 ma GCMIS: D5 MS capsllary L0 ~ QORGE- 0393 pg k', )
TBCA, BcA, IVA, VA 1A, wrhost derivatization column (30 m « 0.2% mm » LOQ 0261 -1 18 pgmi ',
Toethoyd BoA and 2-etiryl HA 025 pm Bl theckness: (5% RSD < 254 %, Rexovery »
7 WA X

Pyl - methyipolysilasane:
Thmre of analysis: 22 e
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Table 2

GC-used roeshods for the son- targeted asalysis of SCFAS and BOFAS in feces.

Metabobtes Fecal samgle type Sample preparason Derwatizatnn eanon Cheamanograpry, Relerenies
detection/ wationary phaw
SCFAS and BOFAS (70 AcA PAIBA BA humar hesane Yot thme: 45 min, Derivatization COMS DBSNS (30 m « 025 mm 12|
WA VA hexancec-, 6, 6-d) xd (7] (whrasonication Sor | muin) « 0.2 m 0m thickoess | Thae of
analysis. 20 min
Metabolives {122 and $6): A FAs humans methanol water Total thone: 26 h: MeOX: 24 b room CL-MS: HPSMS capilary codemn 147)
phenobo, id, carbubydrates, vagan 1emp, Devivatization (MSTIAT © (30 m « 0250 mems « O.2% s S
and othey metabobres TMCSETO Char I Pckness AT Thme of analysis 57
mus
AAS FAS CarA aned VD Mimans methanel waler (8:2) Total theme: 2 h 40 mus. MeQX: &5 COCCTTORMS: 10 m RTX.S(10m 114
€ for 1 Devivatiration « 018 mem « 020 pm m
(IMSTFACT S TMCS 45 Clor 1 s hickness . Tiene of analyses. 45
s
SCEAS, BCTAL LOVAs (14) humam LLE MeTee Total thne: 20 min CL-MS, Stabsbwax® - (1L
DA column (30 m « 025 e «
025 wm fm thickaen | Restek:
Tisoe of analysis. 25 min
Metabolites {13) Dunethy| salphide, humany methancl Total thme: 60 min CC-MS, SOLCIL-WAX [0 m « 025 1004
AA ethryl Dutasosse. ethyd e, 025 s Sl thickness) Thne
T-mettyibatamate, of analysis 30 min
Suciphide, 1-octon-3-one, Semethyd
iselpdide, | -octen-3-0d, ethanok
aod, SA, Y-methyibutanok aced, PA,
ndoke and J-methy! indole
SCTAs and BOTAS (61 AcA, PA T1cA, humany riher and metaphoipboni aced Total thme: 30 mun CL-MS; capiary column (0= « 105
BOA, VA, VA, 1ot SCFAs 0.5 mren. Resteh ) Tiene of analysis.
15 min
Metabolites (1951 AN, FAS, CarAs and mice mrthassel Total thme: 2 h 10 s, MeOX: 00 GO« GUMS, DB-5MS JaW ukes (ILH
mo € for | Derivatiration Inert column (60 m « 025 mn «
(MSTIAIT S TS o MTRSTIA 1 025 wrn Him thickaen | and J8W
TEDAMCSE GO Cloe | b OB 17 colornn (10 =« 0.1 o «
0.1 s Al theckowss ). Time of
analysis: 575 min
Metabolites {126): carbodydraces (16 Pl ethyl acetane First protocol: Total theme: 7 540 CC-TOFIMS: DE-SMS-U (30 » 43|
etabbolites ) AMs (23), FAa {18), CaA i, MeOXC 30 ' C o 90 min, 025 aun
(16) and SCFAS (6) Dertvasization (BSTFA/L % TMCS) SO25 pm Bl tickness) AT, Thase
37 € Sor 80 men; Second protocel: of analysis 45 mn
Total thme: | h &0 mun.
Dwrivatization (RSTFAT X TMCS):
37 Ch 80 mn;
Metabolites (86 AL sagars, OA TA LD ACN:2-propanad: W0 Total thene: 2 h 20 mis: MeQX: 10 CC-MS, D8-5 v (025 mim « 30, o4
€ for 90 rn. Derivatization: 025 wm filn thickneis, 10m 0G),
(MSTFAZ 37 C for 30 mun Theew of analyss: 17 mun
Metabolites (99 508 A, A andey rals reethancl Total thee: 1 b 20 s, MeQX: 30 CC-MS, TS |4n)
and pyvimdines € for 90 min. Derivatization capiiary column (30 m » 0.5 mm
(MSTFAIT X TNCST 37 € for 30 min « 0.2% pm Mm thickaess) Therme
Fisher. Thooe of amalysis. 45 sun
Metabolites (71 AA Bogenic raty mwthancl water Totad thme: 15 ho MOX: 0 ¢ far CO-MS M-S MS, (29 m « 025 17
Arsines, Vit carbobydranes and othey G0 o, Devivatization (MSTTA L e« 025 jum Miles ickness )
metabolites 60 € for 90 min Tiene of analys: 558 min
Metabolites | 38 AL sugare. OAs and slamdard mix, hemans methuncl. waler, Totad thne: 3 b 20 mie. MeOX: 37 CO-MS, 281701 (30 m « 0.2 mm 1y
athers € for 90 min. Dertvatizacion

(MSTTAY 37 C for 30 muin

» 015 pm stationary phase (85 %
dimethytpabyuloosae,
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1C-Based methouds for the tarpeond aaalysic of SCFAs and BOFAS i feces.

CM metabolte Fecal sample type  Sample poepucation Deerteatization reacton Chrossatograpby) Valstation paraneters et
e tedaom SLatoadry phise

SCFAs 20 BOFAS (B): AcA PA BeA humam MeOH Total thne: G0 min. Devivatization  UPLOMSMS, Waters BEHCIR (20 Linear cange = 1.5 10000 (]

LomcA VAL VA [MATU, AN HOAT ) 25 € flor 20 * 00 mes, 1.7 m) LRLC cobarmn, MO Jadpmelg 'L
me Time of analysis 5.5 ma RE = 09965 .0.9982.
Accuracy B35 51043 %,

SCFAS a0 BOFAS (61 ACA PA A VA s AN Total tine: 30 min. Devivasization  LOMSMS. Apollo CI8 colomn (86 Recowery = 95 110 5 RSD. [44)
IVALMA, (1A [2-BAFE 40 C for 20 min mm o« 1% sm, 5 ) Time of 1991275 %, Unear

analysis 27 e ratge 150000 ng ml ',
ROMOS95. 100 = 1-10 ng
ml ' LO0 = 04-20 g
mil 1

SCTYAS and BOFAS (12 AcA BeA CA ACN-M;0 Total these: 2 b 30 sin, LO-MEMS: Acquity UMLC 185 T RSD(X] = 3.3 140 100 = )
22 dimethyiiyrate, Derivatization | Cand " C - (2.0 mm x 000 s, 1.5 um); Thame 01-57aM LOQ=-02-91
J-ethyietyrate, A, VA 2-MICA, LbeSed antine ) 4 Chr 2 s of anabysix: 15 mn nM R0 097 Lmear range:

A MVA A pivalic, VA 110000 nM
SCFAS {35 AcA. PA BcA humam ANMO Total tme: 40 run: Devivasization LOMSMS: Kineoex™ (26 um Recovery =82-113 %, 50
(3-NFH): 40 € Sar 30 rren X8L18, 2.0 « 50 mum): Thme of OO 19020 mel g ' CV
analysis 4 oun <10%

SCYAS and BUFAS (W) AcA, A A, ACNM,0 Total thme; 40 min; Derivatization  LO-MSMS; Waters BOCIN (21 « Recovery = 91 108 4 LOO a2y
TRCA VA 2 NIA WA, 3-mVAs, [0 bt 3-NPH ) &0 C for %0 100 s, 1.7 ). Tiene of = 01515 frood LOQ =
WCA CA mia analysie 15 men 0.3 -45 fmol R 0997,

Lincat range: 012 - 2500
ML R > 0998

SCEAS and BOTAS (105 AcA. PA IA. humam Med Total thae: 45 min. NPLC-UV, ZORBAX S50 14 colurmn Recowvery=90.12- 100085 |19}
A, 2mBeA IVALVA 3mvA Derivatization: (38910 4 e (46 « 250 o, 5 um . Tieme of LODO0Y1 0012 mM,
nocaprosc, CA 10 min analysic 50 min LOQ: 0008 -0.040 M,

RSD = 023475 ¥*>0.958

ACA PA 200, IRcA ok BcA 2.2+ mike MeOH Total thme: 10 min LC-MSMS; B Recovery =085 1163, (33
Smethytpentaso a0d 2-mBA, IVA Derivatization [AME ). room Loy (Pursedt SCI18 2.0 men » 150 reen ), RSD =088 7.7 % LOQ:

VA 2.2 @medtyihaiyrs aod for 5 mia Time of analysis: 15 min ::.1 HrAngml ',
07,

SCFAS a0d BOFAS (10) 30 08 ACA PA. mice MeOH Total vhse: 10 min UNPLCMSMS; C18 codumn (21 « Recovery = 80 120 %, RSD Bn
BOA, IBCA VA, IVA A, Derivatizatson: 150 mum, 16 pm), « 1059740 09,
Zethyrtyric achd 100 -DHPF): 30 Cfor 3 min Tiene of analysis: 15 oun (Vel4gy

SCFAS a0 BOFAS (10} AcA PA A mice MeOH Tocal thone: 2 5 30 min: LC-MSMS; Kinetex CI8 (20 « V00 Recovery>82 1, 1OQ )
BOA VA, WA, SM-VA 4MAVA HA Derivatization (O-BHAL 25 o e 20 ), Thene of analysis: 35 051 1.04 mM, K » 0.0%0
AA 3OHBA Zh mn

SCYAS and BOTAS (141 AcA BeA, I5cA mice diethoyl ether Total thmve: 45 min: Devivatieation  NPLC T5K- gel Recovery = 90 115 % RSD )
T MBCA, CALICA. crotonk aosd. (2NPHL 60 C S 20 min OS5 S0TS codumn (46 « 250 mm ) = 1377 % Unear range.
T-methykaotonkc ackd IeA, LA, VA Time of analyshe 60 min l-loo-‘v-lul "{ns-50
VA, pescdg ')

FAS (D0): AcA A, TIcA, PA VA IVA mibce MeOH Total thae: 20 mun, Derivatization NPLC-UVSRPIEHCIR (21 « 100 Recovery = 8271002 %, )
ZMEBCA, CA4-NVA, suceinic scvd [2-PA b DIUS and TIY): 60 C fer e L7 pm ) Thene of analysic 00 RSD = 21-92 % 100D =

190 min mn 10750100 = 25 100
nM kY » 0991
FAS (23) and AAs (16) mice MeOH For exuaction thasd Total e 1535 0c LCMS: Shamadau VIODS column Recovery 83 £ RSDs- 245 180
metabolnes, MTIE- for Derivatization (DMIT) D, -DMID, (20 « 130 o, 5 pm), Time of R0 5008
extracion Cartboxyl Carbomyd, QB and - HIQR, ADMAY, analysis 60 min
anive merbolites D-DNAE BOE and D-BORE
Carbomyl metabolites: rore thas
50 € for 3 amine metabolives:
%0 Clee 1 by thiol metabolites: 4%
Cle i b

SCFASs and BOTAS (K] AcA PA BeA, dog hewane sod duetayl ether Total thane: 10 mn HWPLC-MRS YMC-Pack TA 116060 « Concontration range 1)
1BcA. Letic, valetie, IWVAJerw and Derivatization |2 NM 00 C o 250 men), Timse of anabysis: 25 mm 01-50 mM, Recovery 959
CrOtonic aci 20 min T-1IRON R «

0992209984
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P A, 1 Rry-Sevlle £ Parfevnck vt & [ vl of Mavwss vascol and Nl Anslysn 199 (X080 1187 "n

bl 4
1€ bavedd rarthunds b e o Larpetod ansdyvs of SCF Ag ansd BCTAS 18 ves
LM ewctiodors ot sangie Sanplhe prriat stee Derin (e i Seferrny
Ty et My Pl
Matabeatines [ 1RV) A e MOt 0 Notal sewe: 20 snantns MK Porosdet! |20 (]
BAL FAL Carmtinr ICCTICLN « M mm 27 pm peticie
Ahaw | Wi of anudyvie: 20 sun
Metabies (911) L) MNH0 Fodal Seme: 3 b Devivetboation  LCMS B CIN (20 e 300 1T 1wy
l"-WMC < T of sesbyshe 0 o
&0 von
Polar wwtabedies (42) Paswisns SR MO aad 100 Vel s 5 e UNRC-MEMS. Acgury HSS 1) cobems (100
(Wrmy Covpron stin,
015 A um) Ve of
e 15 o
At hAn A ran MeCme MO ol some 00 wan ACQTOF WS M C1R Cofmma (11 « en
100 men 17 pomn ) Thene of anabywinc 17
.
|=SHCHy )y o the compound by replacing the active hydre- iy and repeacability of the majosity of tested metabolites were

pon {eg, ~OM-SM, -Nol", ~COON) and generates stable, more
volatile and desy polar dertvatives of the pareatal metabolite

from acids, alkoohals, thiols, amines. amedes, ketones and aldehy-

bry-peoducts | 15 I 1y ahwo eswential that this type of devivatization
reguires anhydreus reaction coaditions, and theeefore, the samples
and solvests bave to be completedy free of water | 112]. Additicn-
ally, the reaction muxture i not separated from the dedivatives,
therefore, the sample ingected into the CC inlet and then montly on
(5 %-pheayl - methylpolysdosane type (HI-S and DB-5) colummim,
consists not oaly of the derivatives but also of the resideal reagents,
witich sy cane dasmage 10 the CC cobamn, redacing its Metime.

Shan et al, wied both, hrydrochlenide dissolved
in pyridine (wv. 10 mg'ml) and BSTFA {1 % TMS). during the
derwatization process before GC-MS detection of 99 endoge-
nous metadoliaes in fecal samples from rats. Among the detected
metabolines SCFAS (ACA PA.BCA L BCFAs [sobatyri a0k [ IBCAL VA
and Isovaleric aod (VAL amino ackds, amides. and pyrimidines
were present [46) Methaxymation and sylation were carmied out
at 30 C for %O min and at 37 'C for 30 min respectivedy. Yin
et al developed 2 gas chromatography (tme-of -Sight mass spec-
trometry (CC-TOFMS) method for the analyss of 64 metaboloes
representing different classes of GM-related metabolites (3CFAs,
AL, PHD, AAs, etc, ) in rat Secal samples. Farst, MeOX wan carried ot
4t 37 °C foe two howrs, Thew, BSTFA with 1% TWCS was added, and
the sample was silylated ot 70 € flor 90 s Before the GC-TOFAS
analysis, Excellent lincdeity was obtained foc 62 reference stan-
dards, with correlation coeficients (7 ) higher than 0.99. Limies of
Oetection [LOD and beuits of gealification [LOQ) for theve ttandards
were below 0.9 nM and 1.6 oM, respectively. The sepeoducibad-

Bbefow 15 X [47] The chakoe of the derivatization method
affects the umultancous detection of 2 high sumber of metabo-
Bites from Sfferent chavses within a single GC-MS asalywis, Thn, it
mﬁmmmam—mmwn«d
evtablinhed 3 TMS- and GC-MS-Saned methodology, which enabled
the detection of 122 and B6 microbial metabolites froms fecal and
wrine samples. Sample peeparation consivted of 24 h MeOX step
carried out #t room temperature. The lnt of detected metabolites
includes amino ackds, phenolic compeunds, indoles, carboliydrates
and sugars [47]

Methoaxymation protects ketoncs snd aldehydes by coavernt-
Ing carbonyd provgs 10 methoxyamine groups. However, not all

makes it optional or unnecessary. Additionally, the remaoval of the
methoxymation step not onlly reduces the destvagization time dut
alo gives more stability to the final peoducts. For this reason,
Lopez-Nascon et al. compared two different derivatization proto-
cols to check the infigence of this step on the detection capability
of thewr GC-TOFMS method [48]. In the fint tested derrvatization
protocol, the revidues sosuliing froms the sample prepuration step
weere reconstituted with methazyamise in pyeidise (20 mgml '),
then BSTFA-TMCS muxture was added 10 the recomttuted ana-
bytical sample. In the second derivatization protocel, the MeOX
step was emitted, and the revdues were recombituted i pyri-
dine, aad the mixture of BSTFA-TMCS was added. Based on the
data obtained, the authoes concleded that depending o the olbyec-
tive of the research, one of Two derivatization profocols sary be
required 10 Increase metaboloes coverage, Theee additional cae-
Baxyhic acids (CarA) were detected cnly when the MeOX step was
Included. On the other hand, 27 metabolites were detected without
MeOX. Therefore, the adoption of a enique silylation process allow -
g derrvatization of 3l functional groups is challengag due 1o the
different kinetics of the reaction. Under the selected condinions,
some fumctional groups are dervatized iImmediately, while others
were delayed Dae 1o the imtabdity of snmedianely sihtated deriva-
tives, the sdylation can net be carmed fos too long. On the other
Band, the time of this reaction cam not Be teo short due to incom-
plete silylation of the metatolite moeties showing slower reaction
kinetics. Theeefore, reaching 4 complete reaction for all metabo-
Btes, withowt any degradation, remains challeaging. To sum up,
depeading on the ebjective of the study, one or two dersvatiration
protecols may be roguired 48]

Zhang et Al presented as inproved GC-MS method for the mca-
surement of teoe fatty 200ds. SCFAs and BOFAS were extracted with
andydious ether froes acidified fecal waser. BSTFA win used o
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rnak v ot | fournd of
2 derrvatization reagent. in combination with the previous debry-
@raton step performed with the use of sodium sullate (N2, S04 )
The magor SCHAs, mcluding AcA, PA, iICA, BcA, (VA and VA, were
sertibed and quantified accszately o fecal and swerem wamples,
The derreataration with SSTFA a2 17 °C showed excellent linearity
(R¥>0.999). good recoveries (§1.27-12842 1), high repeatability
(RSD « ¥ %) and LOD of &fferent SCFAs ranging from 0064 to
Q067 pM. Summuarisisg GC-MS analysin of the SCFA standands
mmmmmm«mhmﬂ
reipatoes thas without suggesting that perfecmed
Selrydration is useful s combination with BSTFA derivatization
1371

The other known  dervarnization reagents,  conunoely
wod o COMSbased metadolomics. are MSTFA  and
Negert-Butydimechylsiyl - N-methylilloocoacetamide (MTB-
STFA)L Compared 10 the reagents presented above, MSTFA and
MTBSTFA are Jess semitive to maisture and tederate about | X
of water |175) MTESTFA was wned by Minamoco et al. to detect
three SCFAs (AcA, PA and BeA) in fecal samples from degs 11150
Deda et al used methaxyamine hydrochloride m pyridne weh
MSTFA so quantify 71 metabelites in rat fecal samples (2] The
combination of MeOX and MSTIA offers datioct advantages.
Methaxyamme stalalizes carbomyl radicals of metatolites and

mamnxmmmm)mma
with 1 X terr-buryidimethykchiorosilane (TEOMOS) The reagent
voleie, incubation Ume and temperature for both the methoxy-
mation and silylanion step were the same. The reaction was camed
out at 60 C for 1 I A total of 194 metabolees were sentified
by twodimensional gas chromatography (CC » GOM-S) wieh
MSTFA derivatization aad 149 by the same mechod with MTESTFA
derivatizanioo. Detecred metabolites befong 1o amino acids, fasty
20M derivatives, carboxylic acikds and phenolic composnds {1404
Phua et al. used GC-TOF/MS to profile 3 wide range of metabolites
tnciuding carbohydrates. carboxylic acds. Wydroxyl aods. faty
20Md esters, polyols, long chain alcobols, sterols, phenols, amino
ackds and other nitregen-contaming compounds in human feces,
Following eximation, MSTFA with 1 X TMCS wan added and the
mixtune was incubated at G0 C for 45 ein to form TMS denvatives
1141}

In most of the above peesented TWMS-bused protocels, afflise
derivatization was performed, It caoiet the generation of umes-
Bo prodacts, asd consequently, the detivatization of 4 lasger butch
of samples ot coce will realt in & Mgher varlabslity between the
samples injected in the same batch To overcome (his peoblem,
Zatare 1 al presented 2 fully automaned TMS derivatization prote-
ool using MSFTA as 2 reagent, apphicable 10 measure 35 metabolives
by CC-MS. This atomated TMS method showed a Detier repro-
Sucibiley and 2 higher peak intensity for most of the seotified
metaboliees than the manudl derivatization method. The exception
was the reproducibility of aming and organic aosd measwement
0 owine or phasma samples. wiich was better when the man-
wail method was used. However, dertvatization with the use of
methyt chioroformate (MCF) |s preferred over TMS for the simml-
taneous determination of amiso and oaganec ackds [130) In the
case of plasma samples, betser reproducibility usng the manaal
method was aho observed for oxalic acid. However, this carly elut-
ing metabobte 1y 4 pooe indicator of reproduciility. When the
automated method was used excellent rewalts for sugans, segar
alcobals and some copasic ackds (O3 ) were achieved According to
the perforssed Inecatsee teview {Table 1), it was the first time that
an dsteenated TMS ssethod was appliod 1o asalyre 2 Lirge tesmber
of complex Bologacal samples | 1 33] Trost et al. developed an auto-
mated derivatization methed with the use of two rebotic hands

to detormine 52 mwtabodtes mamly belonging to AAs (274 '
derivatives (171 benrene derivatives [ 10) and CarAs { 10) by use of
CL-CLTON-MS. Nint. methaxymation reagent was added (o each
sample, and dter that, the samples were incubuted and shaken for
one hour & 45 C Then, MSTFA was added, and the samples wrre
again moubated s shaken af 45 € for oo hour. In this method,
the whole derivatization process was carried out for moee than 2 b
# 45 C Unforcesately, such 2 high semperalure can be destiuctive
to same theemolabile compounds | 142 ] Therefoer, 1o redece the
reaction tese from howes 1o 3-5 min, microwave-aisisted meth-
0ds of silylation were developed [ 14)] However, microwaves can
A0 cause the degradation of many unstable metabolites present
in blological samples [133].

6.1.2 Alylation reagests wsed for the derivarizanion of
CM-refered metodolites

The reveits oteained with the wse of silylated desivatives have
been reported as unrepeoducibie | 144 It was hypothesized that
the hydrophilk natere of the reagent yielded an wastabie prod-
uct that was casdly hydrolyzable i the presence of wates | 144). Te
overcome this peoblemn, aliglation, 25 an alternative derivatization
reaction impeoving the stabelity of compounds, wan praponed | 130],
Unike silylation. alkylation offers instantascous reaction without
heating or water exclusion, lower reagent costs and eday separa-
ton of the denvatives from the reaction mixture, which casses
leis damuage to the CC-capillary column | 15). Allpl chlorefomeate
devivatizanon hus sdvantages of desag Livter, involving milder reac-
ton cenditions (aqueous medium ad rooes temperature land has
betrer reprodecibility and stabilay [109]. Some studies [Table 1)
reported that an acylated compound Is more stable than 2 slylated
one, especally for amines of fatty ackds. Alkylation with NMCF and
propyt cloroformate (PCF) empooves the stabibey of compounds
by protecting usstabée groups. Furthermone, they conder velaciley
o subsrances that have many polar. nos-volatile groups and will
decompose during the heating peocess. This way, soch malecules
cam be analyzed usng gas chromatography | 145]

Fecal metadoliies, such a5 amino acds and some ocgaaic
acuds, prodoce relatively unstable sitylated devivatives, Therefore.
to analyze these compounds efficently, s altermative deviva-
taration mcthod sheuld be wed [ 186) Smce methyl- oc ethyl-
chlormfoemates yield higher denvatization efcicacy than peopyl-
chlomfermatos. Luam of 4l tmted aliod chlorofemates wirh dd-
forent loagths of alkyl groven to perfoem derivatization of fecal
Aming acids, abort-chuin a2ty acidi and non-aming organi acds
before GC-MS/MS analysis. it wa confiemed that carboaylic acds
dad amind groups cosld Be selectivrly Labeled by peopyd and ethyl
grougs, respectively, Therefoce, the chloroformate derivalization
method was develeped and employed for the peofiling of short-
Cchain organic acids. With thin methed, acetic acid dervvatsves coukd
be separated on popular HP-5MS capillary column (30 m « 250
pm A > 025 pm Sl thickness: Agilent T USA] froem
the solvent peak Jnd precisely measured [459] In 2010 Smant et al
developed an analytical platform with the MCF dervatization pro-
cess for the aaly s of 37 amimo and Do0-2mino 0Tgan ackds using
“-Msllﬂloiemrhurmmaalll)onm
silylation (TMS) and alkylation (VKT ) derwatization processes for
snalysis of amine and pon-organic amino acids by GC-MS. MCY
was found preferable foc the analysis of polyfusctional amines,
nucleotides and eoganic acidy in microbial metatolomics studies.
Ax chromatography of TMS derivatives unems to wffor froes irre-

wmwmmmml They developed a1 wmple
sl seemitve msethod for the simedtancoes analysis of 92, 103, 118
and 52 esicrobial snetabolines in Buman serum, urine, foces and
Exchencho col cell samples, respectively. These snetabolioes (42
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FAs, 37 Ada, 16 CarAs. 9 hydroxy acikds, 9 indoles and othens ) were
analyzed in a smgle run of about 15 min. The proposed method
exhibited excellent linearity, reproducitality and has the poten-
:uuuumumumw-ummm
142)

Based on the literature review, sihylation arives as & haghly
recontmended methed for the derivatization of SCFAs present
in bislogical samgles [149,1050) Analysis of these GM-eelated
Mmetabolites cam be problematic Because of their wmique physics-
chemical properties aod low concentration in iological samples
]33] SCFAs can be kent dusning comvennonal exteaction and derva-
tization poocesses due 10 thelr properties (relatively high solubslity
In aqueous media, low pKa values, and low vapor peessurel. | 1511
Anceher GC-MS meshod for the quantificaton of fecal carboxy®ic,
Aming and pheaolic acids after dertvatization with ethyt chorofor-
mate (ECF) was described by Gao et al 3a thes method. the efficiency
of three solvems {desoned. aodded and alkalized water) to
extract fecal metabolnes was tested. Diebonized water had a higher
extraction efficiency for fecal compounds than sodded oo alka-
lized water [152] Theng et Al developed a GC-MS method for
guantification of SCTAs (14 molecules) and BCAAs (3 modecudes |
uking one-atep-dedvatization grocedure with ICE @ & reaction
yystem consnting of water, propanol and pyridee (vv « $:3:2)
This method inclodes & basic agueous (5 mM NaOH ) extraction at
4 C to protect the volatsle SCFAS. This derivatization reagent hay
many advantages, vach ot the shoet reaction tsme (asly 1 sin
room lemperatuee ) and the ability 1o perform the derivatization in
agqueces media. This accurate, sesple and robust esothod wiss sec-
cesshully employed 1o ctermine SCFAs and BCAAS in humsan feces,
plasena and wine [153] Amser et Al compaced different metheds
for exxraction and direct derivatizatson of fecal ssetabolites. Sheet-
and loag-chain Lty acds were derivatized with ethyl cdorolor-
mare. Results obeained showed that direct derivatizacson of 21 fecal
farty acuds using the ECF devivatizaton method, withowt agecous
EXTraction suep, emsures the highess recovery of volatile short-chain
and less water-soluble ag-chain FFA. Addinonally. ECF-ethanol
derrvatization gave the highest peak intensity of dervatives, betier
separation capabality and derrvatiration pursty ECF devivatization
15 2 rapid reaction carmed out at room emperature (at pH 5-6)
Under these mild coadition, no saponfication adjor trames-
terificatson reactsons woeld take place | 149) Cal ot Al compared
two sample preparation peotocols for GC-MS-Based meavurvment
of three SCFAs in biclogical samples: the propyl esterification
method and acidified water extraction. For the peopyl evterifica-
tion asethed, samples weee derivatized at 60 € for one hour, and
then were extracted with & two-step hexans extraction In the
second peotecol, sptked focal samples were mixed with 1 mil of
water, homogenized, and the pH of the suspension was adjusted
10 2-3 by adding 12 M HCL The acidified water methed showed
4 better recovery at higher concentrations, rangiag feom 876 %
w0 V159 % however, it was Inferioe 10 the propyl esterificason
method at lower concentrations. Nevertheless, the propyl esten-
fication methed gresented better inter- and intraday repeatabality
compared to the ackdified water method, except for proploaic ackd.
To sum up, the propyl esterification method (s ghly recommended
for trace /ultra-trace desection of SCFAs in blofopcal Nads. Because
of the more comfortable sample peeparation procedere and short
en time, the ackiified water method Is more sutabie for studies
with Large quantities, samples from large-scale buman
studaes [134), Recently, Ueyama of al [42] and Chong et 2l [155)]
developed the methods foe identification of SCFAs (3 modecudes )
and BCFAs (4) using GC-MS. Both used frovse-dried focal s
phes In (e study of Ueyarma o1 al, devivatizaton with sobutyl
chiscoformate was fllowed by Squid-liged extraction with hex-
ane, In contrast, jn the vudy of Cheeg of al, PCF devivatizaon
was followed by liquid-Squid excraction with phosphornic acd,

Both methods slow for rellable TAs measurement without Laboe-
ntenave processes. Therefoee, these freene-drying peocederes can
be apphed in basic, chinkal. and epidemiciogical studses

Before the analyws, 3CTAs can be derivatized with wech an
alkylation reapent o pentafiuorobensy! bromside (IF8-e | [10.40]
PrU-0e derivatives are froely wluble in masy water-macible,
water-immmcible, protic and aprotic onganic sohvents of general
Lbaratony wie, Le, acetons, acctonitrile (can) methanol (McOH),
ethanol of Wluene. Because of these much lveeed phywcochemi-
cal properties, PFB-Be concrped 24 the Meal derivatization agent for
Righly seritive CC-MS analyses of endege nous and exogenous sub-
stances wsing electyon capture detection of after electron -capture
Begative-jon chemical onization [156) In 2018, Hoving ef al
developed 2 Last, relabde and repradocidie method wieth PFE-Br
for the separation and quantificacion of three SCFAs (AcA. PA and
BcA) In mouse feces with LOQ ranging feom | to 20 pM. [40]. In
the same year. He et 3k also used PFB-Br 10 devivatize five SCFAs
(FA. ACA. PA_IICA and BA) and three BCFAS |2 -methytbutyric, (VA
and VA ) This method was also successfully applied to analyze fecal
samples with the recovery rates for the elght FAs rangiong from 55,7
X (0 979 X |10}, To the best of owr knowledge. # was the first
wady |19 presenting simultancous detection and guantefication
of all sraght-<hain and teanch-chain SKPAL Park ot al. devel-
oped a method for the CC-MSMS determination of SCHAS (AcA,
PA, BA) i agquecus focal samples feom rats. 3a this study, 20 i sty
earraction ssd derrvatization were applied for the determination
of SCFAS wing tetrabutylasunonium hydregen seifate (TRAHS)
and pertalluceobesry! bromide. TRAHS and PFB-B¢ showed highly
sedoctive reactiviny with casbosylic acids, enadling seloctive extrac-
rhon. TRAHS, a5 the phase transfer catalyst, could readily comvent
SCFAS lnto SCFA-TBA ceganic salts, which show geod solebility
In organic solvents and can rapidly react with PFB-Br to form
SCFA-PFB dertvacives. i is also inportant 10 note That the detec:
000 of SCFA-PFB derivatives needed speafic MRM jon trassitions
for MS/MS analysis. enadling high seositivaty, selectivity. and speci-
Saty for guantification of these three carboylic aods. Excellent
Boeanity was obtained for all analyves (R7 #0.99] Recovenies ranped
from 924 % to 1131 %, with precsion ranging from 02 210 102 %,
mdicating a excellent method accuracy and precison [ 151

£ 1.1 Neadupore solid-phase microerraction witk gor
chromotagrapky

Derivatization methods described above confirmed that GC-MS
can be & vatable techeique for volatide compounds soalysn and
offers wveral devivatization peotocols for these compuounds; nev-
eitheless, 4 ooy of SOFAS durieg sample extracton & expecied
[152] Due 1o this fact, alteernative metbods are st being sooght,
Headspace solid-phase microextraction (HS-SPME) andioe sol-
ventiess SPME extraction techaigues have also been appliod for the
extraction of volatile compounds from biological Mulds. However,
Bbers are relatively expensve aad fragle. and such an appoosch
also requires addimional devices for automated analysis [132]
Akeady in the year 2007, Camer and co-authors | 157] developed
an SPME GC -MS method to measure volatile compounds from feces
for the dagnoss of gasteomtestinal docases. This was a direct
method withowt any pre-peocessng stegs Mee lquid extraction,
but #ty detection was lim#ted to vach volatile composnds a5 SCTAL
The method was not reliable for sl FAs. Two years ago, {42,155)
Furuhaste ot al compured two methods used for fecal samples
poeparation poioe 1o GC-MS analyws of SCPAL SIE method and
devivatization of the sampley with iscbuty! chioroformate in aque-
ous selution without drying | were comtpared. M is remuarkable that
thin devivatization protocol can be conducted M room temperalure.
The sigaad 10 folse ratio was compared between SIME and isebutyl
esterification methods. For most of the detecred SCFAS iscbutyl
eserification better g'n ratios were shown thas these measured
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by SPME. Taking into accosnt semsitivity, sobutyl esterification
can detect SCPAs from Seces samples that are under the detection
Rt far SPMUE [ 250]. Kim et al. developed 4 method for the quan-
tification of four SCPAS (acetic, propioaic, butyr and valeric) by
we of pas cheomautography with flame lonization detection (GC-
ND) Sample preparation comisted of the ethyl ether-hexane (1:1,
wiv) liguid extraction followed by the aminoprepyl sold-phaie
exxraction (SFE) [144) Bugelyte and cowerkerns, developed 4 sim-
ple derwvatization poor analyss of & shor-chain carboxylic acids
(lactic, oA, succissc, malic and citnic) in dry mass wirh wie of

peocedere. This method was found & the fastest and Cleanest
method for analysis of volatdle ccganic compounds a solid or
Squid maences. However, doe 10 2 low concentrations of the ana-
Tytes in the beadspace the hmirs of detection were high and the
method was not of practical use. To abtam lower desection hmits,
Tegher boding point solvents should be used. Wherefore methods
for desermimation of short-cham carboxyli aods using H5-CC still
need to be impeoved |1 125 Norini and coworkers developed and
walidated a quantitative method to analyze SCFAS i rat feoes by
headspace sold-phate microextraction covpled 5o gas chromatog-
Taphy (MS-SIME-CC) The additon of salt. buwe o acid dureg
umple preparation was tested The bext results weee obtained
wing the mixture of ammenium sulate (NH ), 50, and sedium
@hydeogen phosphate Nab, POy salts [ 155] In the other study of
the same Juthorn the same salt mixture was fovesd beneficial, in
compartion 10 other comesonty used saits for the HS-SPME extrac-
tiom of SCFAs | 159 Busod on these studies it can be concluded that
4 sensnreity of the method for FFAs analysis can be improved sig-
mficantly when the {NH, 1 S04 NaH POy salt combination. nstead
of the more commenly wied saits like NaCl and Nay SOy is used a5 2
salting owt agent | 158,159 In other research, Floeind and coworkers
Tarve shown that dicect sampling of SCFAS from the headspace of the
matrix using 4 seitabie SPME Sber, allows sufficient extraction effi-
Chency to detect the targesed analyves avoiding the derivacization
step. SCFAs were analyred in fecal samples using such 185-SPME
miosed fibres a5 Divinyibenzene-Carbonen-Polydimethylsloxane
(DVE-CAR-FOMS ), CAX-POMS or CAR-DVE. The method was fully
walidated for lineartty, sensitivity, accuracy, peecision and matnx
effect and it wean applied 1o quantify GM-related metabolites inreal
samples | 159)

&2 Derfvatisation regpeats ssed to modify Secal metsbalices
Seforr LC-MS enslysis

Due to the high separation capabilities of liguid chromatogra-
Py and the high specificity of ssus spectiometyy |160] which
allow for the divext detection of a Lirge number of molecules
[I61), LC-MS/MS is now the most powerTul and reliable anadyul-
cal techaique. The application of LC-MS 1o asalyze fecal samples
s Jess common than that of GC-MS. This can be due to the fact
that a peoper LC-MS quantfication of hghly polar composnds
e carboxyli a0ks in such complex matrices as feces & chals
lﬂumllal Inherent low concentrations of metabolites, low

wnizaton effioency. undesirable chvomatographc behavior and
mterferences of a complex bisdogical matrix cam be mentioned as
the more demanding tasks | 161). Mydrophitc properties of thewr
metaboltes resslt in poor chromatographic separation and souf-
ﬁmmmhnnd«ﬂmm‘l-u(mnnnom
these probl weveral ch 1 ation methods o new
mmm«umqewmwxmumuuq
AC (Tabrkes 3 and 4) This process ot the oxtracton stage offers a
vettable way 10 improve Ceromatographed dedurvior sed sensitivity,
Meceover, the proper validation of a laeger aumbes of analytes i
allowed | 161 | However, several critical factoes mst be considered,

incloding the fast reaction time for Bigh throughput, the feasibiday
of reaction in the presence of water, the senstwity of dervatives.
the appicabiity 1o CarAs aad fae weparation of SCPAs and struc-
tuxal isomers after the derivatization, Althosgh decivatization iseot
a mandatory step for LC-ASS snalywn of GM-erlated metabolites
[25), acconding to Seng et al. the challenge Lays en the detection
of SCFAx By LO-MS Secause my values were in the lowest range
of tass spectza, where fresssesous intesfoeing peaks from sobeents
and additives are present | 33) Eijk et al proved that quantitation of
SCFAL By LOC-MS, without chemical decivatization, reguires hanh
experimental conditions, ie, an aqueous mobile phase contaning
15 mM HCL | 164]. For this reason, in recent years, Ihe expansion
of desivatization methods (Tabdes 3 and 4) for sample preparas
o before LC-MS analysis has been observed | 165] Derivatization
overcomes the problem of Lack of sensitivicy, what s the case of
metabolite analyss outweighs the Inconvemnence of this process
|16

6.2.1. Commercially avaletde devivasioation reagonts for LC-MS
ovalyus of GM-related metsbolives

LC-MS-tuned metabolomics (4 4 sermitive and widely applied
aaalytical tool [155) The procedures Sor sample peeparation sre
typically ssmple, but csarently lacks & andardired protocol for
handlizg human fecal samples 80 cover & wide range of volatile
metabolites |166-371] Chemical devivatization methods for tar-
petod LO-MS ansdyses were developed i the 19803, since then,
sdmple peepdranon methods of CM-related metabolines s boleg-
ical samples have considerably chasged [ 160], Already in the yeat
1985, Miwa et Al intreduced a method to measure the concen-
ation of both volatile and non-volatile SCFAs a5 acid bydoardes
with standard high performance Equid chromacograghy (HPLC)
equipment. However, this method has net been Jpplied [0 mea-
sure twological samples. such as feces of serum |172] Tock et al.
used HPLC-UV method, based oo 2-Nitrephenythydeazine (2-NPFH)
derivatization. for quantificasson of 12 SCFAs (AcA. BcA, IBcA, 2+
mBA, CA, KA. crotonic. LA PA VA, WA and SA) In feces. Excellent
linearity (between 4. 500 wmol L '} was obtained for all FAs.
Determined LOQs ranged from 0.01 50 003 umal g *. The disad-
vantages of this method were pooe peak separation. application of
dicthvy! ether for extraction, an acdic mobile phase ot pH 4.5 and
& Bigh YMC-Pack TA 250 « 6 s 1D cslumn temperature (50 “C)
whech together limited the spplicabulity of this method. Addition-
Ay, the validation of the method was ondy carned oul on major
SCFAs, while BOFAS were ignoted Moreover, ealy two trace SCFAS,
Le, WA aad VA, were determsined & the samples [ 171]

Inowe et al. impeowed the method of Miwa ot al | 172] in whech
HMC with UV-vis disde detection (HPLC-UV-vis) was wed 1o
determine 14 SCFAs species ot pH 4.5 In this methed, analytes
were dertvatized with 2-NPH and separated on an eceyisibyd col-
umn. However, duriag the analysis, semilar lmitations, as in the
study of Torn et al {173 were obtserved. lnove of al also wsed
2-NPH 25 3 pre-column derivatization reagent dut in the presence
of 1-(3-dimethylaminopeopyl)-3-ethykarbodimide hydrochio-
e, 2-NPH derivatives of SCFAs aad the insernal standard weve
separated successfully on an octadecy! sityl (C15) reversed phase
[RP) at a wery Jow pil of 25 The method was Mmear for all mea-
sured SCPAs i the concentration range of 0.5-%0 pmol g ' (RY
> 0958 for Jl caven] |174) Recently, Wang et A presensed 2
vmudtaneous quantitative anadysis method for both, oxngor and
trace, SCPAS sad BCFAS by HILC-UIV smder 2 midd reaction condi-
tson. Fre-column derivatization and selid-phase extraction wrre
used to determeme SCFAS [ACA, PA and BeA) and BOTAS (iobu-
tyrate, 2-methylbutyrate, novalerate, valerate, 3-methybvalerate,
Isocaproate snd Capeoate ] in human foces, These metabolites were
cotrvestod 00 3-sitrophesyihydracme derivatives. The removal of
e coupling reagent and catalyst from the test selution by SPE
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sepmental elution was another advantage and novelty of the pro-
posed method. Addftionally. SCTA-derivatives were stable for 20 h
at room temperature, with RSD valees below 068 X Moreover, 3
fow Bamit of quantdication [« 004 mM), lineasity (RF = 0.098) & 4
wide range of concentration (0.04-80 mM), and recoveries above
96 % were achorved, The main @sadvantage of this method is the
time-comumitg SPE segmental clution, which led to two &fferent
cluents analysed in two separate HPLC rusa [ 175)

Several chemical desivatization methods huve boen previously
developed (Talde 3) 10 overcome the above-mentioned peoblems
[176] acrexsed size and hydeophobicity of the molecules after
the dervatization wually affocd loager retention tame on liguid
chromatograplry, what eliminates imerferences related (o the
carly ehetion and co-elution from C18 types of columns of hghly
polar nondenvatized SCFAs. The added functional group from
the dervatinng agent can potentially enhance the sensitivity
threugh mace efficient loavzation in ESI andjor generation of
unique and highly abundant fragment kons through more facile
collision-induced dissoclaton in the colision cell A wide vanety
of dervvatization apents. cluding 2-picolyl amine (2-PA) | 177 ] oc
o-benzylhydreccyl amine (O-BIA) [64] cam be wed for the deriva-
tization of carbeotylic acsds with A short carbon stk chaems prior to
LC-MIAES analysis. Comez-Gomez et al, have companed the util-
ity of mentioned reagents Sor (he derivatization of carboxylk acds
in beclopcal samples [161) Derhvatization with O-BHA showed
significant advantages ever 2-PA derivatization, Better semitivity,
meee sable dotivatives and the abslity 1o validate a lasger nussber
of metabolites, among ethers, can be mentioned. In another study,
m«&wumuumm

able derivatizasion teagents, ie. DenPA (desetiylaminophenacyl
bromade ), PA, O-BHA and 3-NPH [ 3-oropbeoylhydrazioe ), for the
determination of sine SCFAs and BCFAS The analyses were mea-
sured s fecal and plasma sampiles wsing HPLC-MIS/IMS. The resuits
showed that the signal of cbtaiaed derivatives was decreasing in
the following ceder: 3-NIH » DmPA > BHA > PA for SCFAs. How-
ever, acetate could only be detected either with O BHA or 3-NPH.
Finally. N-{3-aamettylaminopropyt |- N —ethylcarbodiimide
hydrochloride (EDC)-catalyred dervatization with O-BHA in
queosn-ocganic sobvent was chosen s the best method foc
the detection of SCTAY, inchading partsculacly volstile acetx and
propeonk ok The optimered method demonatrated excelient
wensitivity and good separation of All momernic analytes witha 2
short chenmatographc time |64)

Considering the low modecular weight and volatility of SCFAs,
Ma ot ol appliod 4 new dervatization wrategy [44). The authossy
developed an innovative LC-MSMS method for the quantification
of seven SCFAS (ACA PA, BeA VA IVA hexansic [HA) and iso-HA) in
plasens and feces. 2-beomoacetophenone (BP) was used as 2 derva.
tization agent, The radical a0 jons of SCFAs can react with 8P by
nuciecphilic sulszinution sad bocome the corresponding esters. A
sedium carbonate selution wis added 1o prevent volatilizaton and
facilitate the reaction Due 0o FEagent’s fEactivity, 3 DOO-Jquesus
seivent (acetonenle] was used to ehminate the intesference of
water and Increase the reaction response. The method of Ma et Al
[44] was charactered by 200-2000-times Improved senskivity
in comparison to the conventional G method [160). Especaly
for IcA a low (1 ng mi ') St of quantification was obtamed,
1600-fold lower than in the case of GC method (16 ugml 'L The
above results suggest that the designed LC-MS/MS method with
derwvatization s more sensitive and rebust than the comventional
CC method for the mesurement of SCFAs i tsological sampley
[44). Nagatome et 8l used, for the first tane, & smple, cont-effective
and raped sample proparation method, such as QuECHERS (quick,
cusy, cheap, effoctive, rugped and safe ), for ssadyvin of SCFAL m fecal
samples. In this method, derivatization with 2-PA wis perfoemed
and samples weve analyred wieh ultca-high performance liguid
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chromatography tandem mass spectrometry (UNPLC-E5-M$MS ).
The developed method was used for simultaneous determina-
tiont of 10 SCPAs (AcA TA, BcA SicA, VA, (VAL 2-methytbutyric,
A-methyl-valenic, succink and CA) in mice feces. Obtaned recov-
ery values ranged from 39.7 % to 1007 X, Chemical derrvatization
with 2-P'A provided such advanstapes as short rraction tine (eoly
sens mirmstes ), low LOD « 75 oM and 10Q « 100 oM, high repro-
ducilslity (RSD fram 2.1 1o 9.2 X) and good linearity (R? »0.901).
The most sigaaficant disadvantage of tha method is the high cest
and complex (nstrussestation setup needed {177

622 Botope-lobeled chemical devivetizozion (CD) methods for
LC-MS enulysts of GM refosed mverabolnes

Botope-labeled chemical derivatizacion (ILCD) provides sev
eral anaiytical benefits for LC-MS/MS asalysis (Taldes 3 and 4),
e, Increased detectadility, specificity and chromatographic
porformance as well a5 redoced matrix  effects, whih
lead to a high assay accurxy and precoion |100) Several

Botopecaly-labeled  pairs of dervatization reagents, such
o GG -para-dimethyliminophenacyl  Seomside  [175),
D0 - I-acyloxymetiyl - 1 -ssethylpyridaium [170)  and
Oy /Dy -cholamine [180] ""Co-damyl chicride [181) ameng

others, have been uwed for the identificatzon and relative quan-
titaton of Gty ackds by LC-ESUMS However, these reagrots
were not eaplictly developed foe the taspeted analysis of SCHAs
On the other hand, 1C-ESI-MS quantisation without the uw of
Botopecally -libelod IS sakes the analysis questionabie because of
the notofioes matrie effects chserved i ESL Aaother disadvintage
of the KD-Baied methods is the isotope effect in chromatogtaphy
[160). The use of N-labeling is 2150 a pracrical apgeoach 10 avoid
cheomanographic isotope effect which together with the Jowes
matrix effect. resolts in precise and Jccurate measurements of the
SCFAS in fecal samples | 1604
Acocdegly, In 2015, Ham et al developed 2 new
RCD-LCESI-MS method for the analysts of AcA. PA, BA IBCA.
VA WA caproc ackd and achers in fecal samples. In this method,
I-NPH labeled with V'CJ''C was wsed for sample denvatization.
The analyss was subsequently performed using 2 reversed-phase
Ciy column, The J-nrophenylhydracone derivatives showed
excelient in-soletion stability, which is wesy wsefol for Bigh
thioughpet wample anahyis Devivatization with V'C labeled
1-NPH afecded for the generation of *'C Labeled SCYA analogs,
Athough this approach = so far the mow wve method
for SCFA lLibeling, it oosits he detection and quantitation of
mmssun(mumz-«wk 2,
2 3, J-dmethyibutyric and
mmmmmw "C-M3-Msu
widely available and requires expensive custom synthesis. Addi-
vienally, the published methodology Lacks 2 post-dertvanization
quenching step, which could result i an usintended reaction
of 3-NM with residual acetic acid, 2 comumon co-solvent in an
LC-MSMS analyses. This method demanstrated good seasitivity
and ocher analytical validation parameters bot. to fully resalve the
Bomers, required a relatively ong chromatographic time [161]
Recently. Liebash et al. improwed this method, bet only 1o quantily
four fecal SCFAS (AcA, 'A.BcA and iicA ] The addition of forowc acks
stopped the derwabzation reaction. To perform sccurate quan-
tification, for each straight-chain SCTA, a stabie notope-labeied
smu"co,hummuo,l-mmlo,rmkm;
was added 2 IS Addtonally, thn study demonstrated that the
muwmscrumaum:mmmmu
the addition of organic selvents, wch & bopeopasol, sops SCFA
metabolinm |50}
Chua et d presented & novel method, with - aed V' C-aniine
devivatizason, for the separation, detection snd quantitation of 12
SCFAS (ACA, BeA CA 2, 2-dimethylbutynic, 2-ethylutyric, (BCA,
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novalenic, 2-methylbutyric. 4 methybvaleric. PA pivaiic and VA)
m human mfant wool samples, The analyss was performed usng
LO-MEAS within 2 short analysis tee (15 min) o0 an Acquity
UPLC MSS T3 (20 mm « 100 mem, 1.8 um) column. Novel sequen-
thal dertvatization of endogencus and speked SCPAL ks stool vis 10—

tested. Finally, the following opeimal reaction parameters were
established: SCFA/anBne EDX ratko of 1:10:5 at 4 'C for 120 min
145}

Thanks 10 this derivaczation method, the following validation
parameters weee obeained: low LODs (<0005 ag ml "1 excel
Jent Hoeanny for 34 SCFAs (R7 from 09846 10 0.9999) and the
ocras and smeer-day relative standaed deviations [ RSDs) not higher
than 17.2 X and 154 X, respectively. SCFAs labeled with 4-AMBA
smgooved the separaion of Isomers by Increasing the Tetention
of SCFAs on the reversed phase column and enhanced the lon-
zation efficiency of SCFAs, In addition. 4 AMBA- Dy labeled SKFA
standards weee wsed 2 the imternal standaeds (55 %0 ensure
accurate guantification in a complex matros [41) Yuan et o,
wed newly yynthevized fowr Labeling reagents and their comme-
wpondng iwtope reagmty, 2-dimethylaminoethylamine (DMED,
- mn-u-mmz-«wwm»-:-m»
made (HIQB and D-HIQEL 4-[NNdmsethylamine) pheaytioth-
ocyanate (DMAP, Dy-DMAF) sod w-bromoscetonylgeinolaium
beoeside (BOS and D -80Q8) 10 determne

Bucied o Dy Dy N, N-dimethyd-6, 7-0dwdro-5H-pyrrolo |3, 4-D)
pyrimidine -2-amine (Dy/Dy - DHIPL for the globul characteriza-
thom of 10 SCFAs and 30 OH-SCFAs in fecal. Bver and serum
samples. Analyses were performed using UHPLC coupled wieh
Ngh resolution mass spectrometry opesated in paralied reaction
monitoring mode. The MS resporse of SCFAs and 00 -SCFAs was
redatively Jow doe 10 a2 poor nlzation efficiency in ESS sowrce,
thereby reducing the sensitivity of detection. With this denvati-
ration strategy. SCFAs and O01-5CTAs were tagged by the DIUY
Teageat. The introduction of the pyridine ring group and the testiary
amine growp meo the producty exerted two maim effects contnbut -
g 10 the MS response eahuscement, Firstly, the sensitivity was
mrwach higher by changing the lonization mode to posstive onization
mede, Secoadly, the jonteation eficiency was elevated by increas-
g the alialinity of the targeted analytes, thereby impeoving the
senstrvity. The advantige of this sewly developed method is a
ABOfT derivatization Gese {3 min ), miM reaction conditions and the
abiity 1o pesform the analysis without the need of ferther sam-

ple purification. To achieve the optimal devivatization efficency
the reaction conditions [catalyst, reaction teame. reaction tempera-
tere and Dy~ DOIT comcentration) were optimized and monitored
uning LC-MS. The effects of &fferent catalysts (EOCL EDCKHOAL
#dPDCHUHO0E) on the officiency of devivatizaton reaction wrre
compared, The best resulty weee obtained when EDCH was uted a3
& catalyst 37}

Song et Al developed & lat and eeliable derivatization protoced
with the e of 4-acetamido-T-mercapto-2, 1, 3-benronadiazole
[AABD-SH). The seaction was carned oul for 5 min at oo semper-
anure; derteatized samples were asalyred using LC-MS/MS |33
Costrary, in other studies, the followiag optimal cooditioss for
he SCFAs derivatization reaction were determined: 30 man. at 40
Cand 1 hat 25 C for derrvanization with 3-NPH |64] and O
BHA [162], respectively. The method developed by Soag e al was
applied to measure 17 SCFAS in theee Dlological matnces: mouse
feces and plasma a5 well as in human exhaled breath condensate.
SCFAs dertvatared wich AARD-SH resulted in a reassoable cho-
mategraphic separation and good electrospeay lonszation. The fact
that the reaction products kept at 4 “C were stable for 2 week n
remarkable. The specific detection of each SCVA wan possidie from
the wnique fragmentation pattern during collision-aduced dono-
oation (CI0). The devivatization of SCFAS with AARD- 53 mecreaned
the sire and hydrophobicity of the malecules and revslted in longes
retention times in the reversed-phase chromatography, Shorter
SCFAS eluted cartier than losger SCFAS and wiraight-<hain SCFAs
chuted Later thun the brasched-chain SCFAs, as expected Ths
method demomstrated good seesitivity and validation parase-
ters (LOQ = 0.293-1,000 pM, RSD < § %) and Snally wis applied
o profile SCFAs in muce foces obtained from animals on high-
o Jow-Lat diets [33] In the mechod peoposed by Fu et b [39]
seven SCFAs and BOFAs were converted inmo amide dertvatives
with 4 aminomethylqunoboe (AMQ) which imgeoved their stabil
Ity and enhanced chromatograghic and MS performances. Analyses
were performed using UPLC-MS/MS method, which showed good
ACUracy (855 51043 %) and bacanity in the range of concentra:
1200 from 013 10 744 jumol g 7. The reaction conditions (room
temperature for 20 min ) were relatively mild and fast compared to
those for NI (40 € for JO men) [151] 3-NIH (40 “C for 30 min)
[50), O-BHA (25 C for 60 mia] |04, 2-bromaxcetophenone (40 'C
for 20 min | [44] oe Dms-PP (37 C for 150 min) | 184}

6.3 Determanation of GM-related metabolites withost o
derivatization step

I (e wast snajecity of published CC-MS and LC-MS methods
for the determsination of SCFAs, derivatizalion is an unavoid-
ale step [1943.47,144155] However, sew analytical methods
have desmonrated that Cean-ep, concentration Jnd derivatiza-
O SLeps are Dot dways necessary and LIty acsds can be analyzed
directly afier a hquid - lguid exxraction (LLEL Such an approach
Aows fer a shocter time of sample preparation and analysis
[42,186-190),

In 2002 Garcla-VilaRw et Al optimized a Last and straightfor-
Ward samplhe preparation protocot based oo ethyl acetate excraction
and & short (14 min) GC-MS analysis. This method allows for
the quantificaton of sx SCFAs in bwman and rat fecal samples.
Cood recoveries, repeatability 3o well as high semitivity make thin
method yuttable for the smadysis of samples with low comcentra-
tsom of thewe composnds, ranging between 040 uM (029 g ')~
AT pMSE pgg ') 180) Recontly, ZThang et al wed ethyt scetate
o extract six SCFAs and BCFAS from fecal Analytes were
meavered inextracted samples i andy 13.5 min. The kesits of detec-
Lt ded quANtIfication using ey method were 05-08 g L' and
08-1.0 mg L', respectively [191 ) Zhao et al. developed and vali-
dared 2 methed for samultanecus CC-FID analysis of seven SCFAs i
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fecal samples i the range of concentraton between 0,261 and 1,18
pg mi' The samples were analysed directly after the extraction,
whtich was perfoemed with 75 X aquocus cthuned solution contas-
ing 1 X hydrochione ackd (HCIL These results were contradcted
by Hsu et al who testod six diferent onganic solvents bo extract
the SCFAs feom fecal samples befoce GC-MS analysis. The list of
tested selvents inchaded: msethaned, aceconitsile, acetooe, chiero.

[192] These solvent was used abo i 2 previows study by Yu et al
[193] durmg the analysis of metabolites i buman feces. Accord.
ing 20 Hau et al. the durect injection of methanod extracts led to the
damage of the inket liner due to the accumulation of non-velatile
compownds from the fecal matrx [152] Hano et al. showed thae
riosing feces with 2.5 % NaCl water allowed the robust extracton
of fecal metabolites encapsslated withim the solid residue by el
inating unstabie metabolites. Amang the 36 metabolites identified
in the NoCl-rinsed fecal samples, 57 showed supenor recovery,
indicating that NaCl is 2 better riming sobrent, particularty foe
Amine scids, organic acids and Bty acids [194)

Phaa ot al suggesied that lhrumv-dmulotmph&wm)
of fooes could be used prsor (0 & comprehensive determinatuon
of setabolives | 141] The use of the Iyephilication peocess before
SCFAs anadywes cas minimere 0ot only the peoblems Caused by
the water content bet also provide better stabsliny of the analytes
[192] Fecal samples that wese freeze-dried showed a sgniican
ioctease s the level of SCFAs, BCAAS and AAAS [53]. Hus et Al
confirmed thae six SCFAs studied by them were stable and their
recovensies were higher thas 90 X after Iyophlization |192] In
2015 Emeberria et ol used diethyl ether to extract SCFAs [acetate,
propionate and dutyrate) from lyophdized feces (193] In con
trast. the purpose of the stody condected By Han et al was to
develop 4 fast and accurate method for the GC-MS analysis of
SCFAs = mace feces unilizing Jess complicated procedures | 1904
The authons shortesed the time requred for sample pretreat-
ment, s comparison 1o the method published by Dixeberria of B
| 1951 m this novet method, the freeze-drying time was shortened
frem 12 % 1o 35 h which allowed to compdete the sample treat-
ment in ane day 196 Leati ot al [187) optimiced and valadased
4 GC-MS method for the analysis of fifteen short-chain, dranched
chain and medium-chain fatly 2084 in the theee Tt samples
(feval water, Secal fermestation sepernalants and plavess ), without

10 GC as described by Zhao et al [197] However, this method
wis discarded due 00 poor reproducibiley cbserved after a few
gections. it was caused by the contamination of inket and o
source with the water extracts, which affected MS performance.
Lottt et al used different solvents (acidifhed water. diethy! ether,
dxhioromethane. eshyl acetate and methyltert -batyl echer (MTBE}
10 extract metabolites from fecal samples. Based on the oteained
ressits, recovenses rangiag from 754 1o 1244 X and coefficent of
signals variation lower than 20 X, MTRE was fownd the moss suit-
able extraction scivent [187). Hws et &b compared the utility of
chioroform, MTIE and butanol to extract SCVAs from fecal sam-
ples. Doubde extraction with Butanol wan selected as the mowt
appropriste [102] Lopes Rascon of al optimened 4 method with-
ot 4 devivatization step and 186 metabolites were meassred in
extracted samples. According to (hewo sesults, & doal extraction
with ethyl Jcetate snd MeOH or MeOH water should be recoes-
mended 1o flraction the metabolome of feces samples the same
selvent was wed by Y et Al in peevious vudy in &sect analysis
by LC-MS. It was conflemned that most compounds, 126 o of 186,
were detecied with both extracrants. However, 42 and 20 oo
pounds were only detecied i ethyd acetate and MeOH extracts,
respectivedy [45]
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Cheng et al wed LC-MS to compare the loss of SCFAs (AcA, PA.
BCA ICA, VAL VA and CA) dering tyophilccation or freenng of fresh
fecal samplies, Both methods provided semilas resslty, s the same
study, the authors obmerved 2 lower content of SCFAS in aciddied
Iyophilised fecal samples 10 compannon to freah frasen samples. It
suggests that evaporation should be pecformed whea pif o get-
tirgg closer to the pa-values of the FAs [155) Moosmang ef Jl
alio reported 4 umilar number of features between lyophdised
and fresh frazen fecal samples, sadicating that the choke of method
does et allfect metabolite coverage appreciably, On the cthet hand,
they alwo repocted lirge discrepancees in signal intensities between
Ipophilized and fresh frozen Secal samples. Based on these obser-
vatoos, the authors hypothesired that these discrepancies might
be refated to iImproved extraction efficacy for the poghilized mate-
rial [169]. 1n the lacest seseanch, Mewleboek ¢1 al showed that the
recovery of volatilie compounds couM be significantly imgeoved by
Iyophilization. due to a change in volume of the liguid and the gas
phase | 199]

Tosum up. the use of fresh frozen or lyophilized samples foc fecal
metabolomics s 2 macter of debate, snce each of the procedures
my provede advantages and disadvantages |155) Lyophilzation
resulty s 2 ncher profile of velatile organic composnds. However,
it may alve 344 poteatial contaminants to the fecal samples, result-
g = increased vanadility and peossote degradation of metabolites
[199]. Addmicnally, tyophilization of the fecal sample can bo an
earreesely titne-convaming process. For this reason, freese-deying
can be considered 45 an aternative method for the preparation
of fecal samples. Furthermece, direct analysis of complex samples
ey lead 10 a shooter columes lifeipan and shomer detection per-
formance due 1o the contamination of the chromatographic system
(200}

7. Conclenbons and future perspectives

The results of the buman and ankmal studies Jming to evaloate
the relationship between gut microbiota composition, CAL related
metabolites and metabolic diseases are often contradictory |56
Therefore. further research ts still needed to Memify the influ-
ence of specific phyls, class. genera or speoes of gt hacterda
on metabolic phenctype. There is a0 increasing amount of evi-
mmuw-nm-ymomnw-*-

the development and mamtenance of metabolic dncaves [J01]
Analyvis of fecal metabolites is as emexpag Geld that provades

an important peece of information about metabolives The sum-
Ber and scope of the reviewed pubiications indicate & rigid growth
and improvement of analytical methods for the determination of
CM-eclated metabolites in fecal samples. Due 1o its higher seasi-
tivity, resolution, reproducitdlity od betrer rebability, GC-MS has
long been the preferred method for the analysis of volatile com-
pounds i biclogical samples. However, bused on the reviewed
Rterature, i the st years, there has been considesable peogress in
the LC-MS-dased analytical methods for the desermmation of GM-
refaned metabolives in feces. Several novel and Improved methods
for the dervatization of fecal metaboltes prior to LC-MS analysis
Bhave beem published. The cholce of the dppropriate dertvatiza-
0o method for the analysis of CM-related metabolites depends
on many facton. The sefection of the best method s pot an easy
task. For this reason, in Table 5, we compared the dervvatization
methods described in this study, iIncleding the main advastapes
and disadvantages. it may be useful for people conducting research
i then fiedd, The peeparation of fecal samples for LC-MS anadysis
tends 1o be much dess diverse and typecally incledes fewer steps
or paraliel extractions than for GC-MS. Convequently, less com-
plicated sumple reatment profocels dectease the rink of handling
and melsureent error appearance. On the other hand, CC-MS
provides seperice chromatographic reselution and peak shige in
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compartson to LC-MS. Addronally, o the case of CC-MS mass

: prediling,
especially in the caw of heterogeaecus samples bike feces, In the
case of LOC-MS analysis, separation of fecal metabolees iy uwally
porformed usiag C18 type od columss, while in cave of GC-MS

high-polarity polyslosane polymer o nitrecerephehalic
acid-modified polyethylese ghycol codormng are commonly eved.

1o conclesion, feces are a very complex and dverse malric
Despite all the stodies discussed in this work, there &5 stll much
TE5earch 10 CarTy Out O this tepic, in the analytical field o develop
an optimal method for the determination of CM-related metabo.
Baes and In the blolopcal Neid 10 seck for the assoclaoion between
gut bacteria and stave of health or discase.
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9.2. A preliminary study showing the impact of genetic and dietary factors on GC-MS-
based plasma metabolome of patients with and without PROX1-genetic predisposition to

T2DM up to 5 years prior to prediabetes appearance

. cwrrent i“m;y (H\D\H/'
Article

A Preliminary Study Showing the Impact of Genetic and
Dietary Factors on GC-MS-Based Plasma Metabolome of

Patients with and without PROX1-Genetic Predisposition to
T2DM up to 5 Years Prior to Prediabetes Appearance

Patrycja Mojsak ', Katarzyna Mindewska ', Adelan Godewski *

, Edyta Adamska-Patruno ' 0, Paulina Samczuk ',

Ternanda Rey-Stolle *©, Witeld Baver 'O, Ccnlluhu’o Adam Kretowski ' and Michal Ciborowski '+0

7 chech for
o wupdates

Chotom Mol T Mrmnoda, K
Contirushi A Adewwhs Catonn: |
Semmcr, T, By Soclv, T Bemr W
L R N
M A Pubmanars Soaldy Sww g e
It of Cametn sl Uitary Fachos
- M Bl Maees
Metabvhomne of Pewmts wob and
it PR Cavern
Prosbaguaiim w TIIM wp 2 5 Yean
Irne o Prmbadntrs Appeermns
Cory B Ml Rl 301, 40
MELAD bt A g T

[ AT

Aabrne Lbte 1odoio Homan

Reverewd ¥ My 51
Acvopad 24 bow 2121
Pubdalent % hre 20T)

Pubdiahan's Nt MDFY sy vl
wohy wpaed & parvebtumal Lo -
e ]
.

Copyvight. © 2021 by S s
Liwvwew VENL Sud  Siveriind
This smide b o pen scovm artnle
Bl ke e wven ol
welien A P Crvatne Commnon
ARt ICC DY) berve Betpe
R e e TR T TTL i 2
an

Corr. By M. Bl 2020, 40 SIS0 Mtpw /[ Gowoeg/ 10100/ chanb DNV

b Cliical Raspanch Comtoe, Sadical Univensiny of Bladysaok, ShlodoseskinyCume J0A, 1527 Balystol, Moland
potrycias mopat ks ode ol (1'M | batarryne mendowshalemb ode pl (KM &
adrion gondiewok fhurnbs ol g4 (G odyte slamsbotornb edu pd (B AP
Pl o rakhdurmb i S | widedd Sasrrumd e pd (W R L abam bvtosodsamb odu pd (A K|

¥ Covmre Sor Metabolonmios and Bloasalyss (CTMBOY, Dvg o Ox y and Baxch ¥
Faculiad de Farmuacia, Uneversadad Sam Pablo-CEL, CEU Uroversites, Urbunteackon Momeprinaope,
Boadi s del Morrbe, 2840 Madind, Spare frotolie@ors o (FRS L charbuotioon o 00 8 )

R of Enndew rinwdog . Dhabetndogy and Trmemad Malicire, Madial Unnesuits of By,
Sdodevenhion Cume 284, 15275 Budywaid, Modand

*  Commmpomdorr: mrichal ciborowshmumbado pb 1ol /Fax «33.55-501.41.5)

Abstract: Risk lactony Soe type 2 diabeton mallitus (T2OM) consist of a combenation of an unhealthy,
smbalamcad diet and groesic factors 1hat may mteract with each othwer. Singhe nucherthle polymar-
phisen (SNP) in the peospern homenton § (FROXT) gosw is 2 strong genetic susceptibility factor fue
thas metabole dorder and smpuined ol functivm. As the yole of this gene in T200M devwlopmens
romains uncloar, movel approaches are roeded 10 advance the undenstanding of the mechanisms
of TIOM developenent. Therefore, i this study, for the st time, postprandial changes in plavna
mwtabolites were analysed by GO-MS i noediabetic men with didlervet FROXT genotypes up o
5 ywars prior to predabetes apgaearance. Elghtoen contestants (12 with high rish (HR) and & wath
R rish (LR) grmoty pe) particapated in high-carbedydeste (HC) asd soemo-cartvlrrdrate (NC) snead
challenge tosts, O study concluded that both mead-challenge tosts proveked changes in 15 plasma
metabolites Caming achds, carbohydeates, faary ackde and othens | in HR. but not LR gesotype aarriers.
Tostpramdsal changes in the Jevels of soome of the detoctod metabolies may be a source of potential
specific early dnturbances possdbly associated wish the future developesent of TXDM. Thes, acourate
SeAerminaten of Swse metabedies can be imgaortant for the varls dlagmrs of S metabn dic Socase

Keywonds: NC/HC mwal intaker PROXT; plasmag GO-MS: metabolomios predisbetes: T20M,
carbobydrates; aming acida; fatry ackds

1. Introduction

Type 2 dlabetes mellitus (T2ZOM) is a complex polygenic desoeder [1] chasactensed by
the incapability of pancreatic [Lelis to Increase insulin socretion 10 compensate for insulin
resistance (IR) in peripheral tissues [2]. According to the Litest epidemiological studies,
the provalence of people with TZOM woeldwide was 863 million in 2019, and this nussber
is expectad 10 incease o 592 million by 2005 | 3] and 629 million by 2045 [2]. However,
rapid implementation of appropriate prevention and treatnsent strasegies is challenging
due b0 peoblerts with the diagnonis of T2DM in is casrly stages. The saain neason is that the
sympdoms of T2DM e not obvices or ondy pastially manifested at the beginming of the
disoase [4] Additionally, commventional clinical and Blood Blomsarkers, such as BMI, fasting
blood glucose or HBATE bevels, are woll-establishod prodictons but remain imperfoct and
prrovicde limitod insight suganding usderlying pathophysiology [5)

benpen /S mnlpn comn/ ournad S cieds
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1t was confirmed that rsk factors for T2DM consist of a combination of an imbalanced
diet, sedentary lifestyle and genetic factors that may interact with each other [1]. A
proper diet and systematic physical activity are essential Idestyle determinants of potential
T2DM development. However, the rale of these modifiable factors in the prevention of
T2DM strongly depends on genetic susceptibility. Therefore, an indication of T2DM risk
subgroups with genetic charactenistics known to promote disease development, especially
sensitive to specific foods, nutrients or physscal activity, may help design and implement
ndividualised and tangeted intervention and /or prevention strategies [0]. We have been
progeessing our understanding of the genetic susceptibility to T2DM, including single-
nucleotide polymorphisms (SNPs) of particular genes. Several genes have been identified
that may be associated with T2DM; among these, the peospero homeobox 1 (PROXT) &
considered an important gene for T2DM risk due 10 its function regulating glucoseind woed
snsalin secretion [7], Aleeady, in the year 2005, Harvey ¢t al, [8] reported an animal maodel
in which PROX1 heterozygous adult mice became obese and had higher serum insulin
bevels and bepatic lipid accumulation. In the study conducted by Kretowski et al. [9],
it was reported that people who possess this variant are moee glicose intolerant and
have more visceral fat than people lacking it. It was also indicated that mechanisms by
which the PFROXT gene affects the susceptibility to T2DM seem to be mane complex [9)
Thas, identifying individuals with high risk for T2DM and clucidating the
mechanisms is cracal foe developing effective strategies to prevent this disease [5).

The surge in the prevalence of T2DM during the past several decades cannot be
explained by only genctic factor aloee. 1t was confirmed that inappropriate dict combined
with a genetic predisposition might be a factor acoelerating specific changes in the metabolic
profile of people susceptible 1o T2DM. However, neproducdle data suppocting gene—dict
interaction are still sparse, and little knowledge about gene-diet interactions has boen
applied in public health practice, Thus far, only a few stdies have indicated interactions
between specific dietary components and individual genetic variants [1,10,11]. Yet, some
findirgs have been replicated, and it is unclear whether the importance of overall dietary
habits, including T2DM-related food intake, differs depending on the overall genets
profide [1]. Our recent study [11] was the first to study the mfluence of PROXT gene-diet
interactson on the plasma metaboloene of healthy gemetic risk carmiers. In this study, lsquid
chromatography quadrupole time-of-flight mass spectrometry (LCQTOF-MS) was used
to evaluate postprandial changes in plasma metabolites during the high-carbohydrate
(HC) and normo-carbohydrate (NC) meak-challenge tests in nondiabetic men with different
polymorphisms in the PROXT rs340674 gene. This study revealed that plasma metabolites
pastprandially changing in the high-risk PROXT genotype carriers belong 1o T2DM-related
metabolic pathways 1]

Metabolomics has already allowed the identification of metabolstes that can serve as
potential biomarkers for the diagnosss or treatment of T2DM [12], The refatiorships be-
tween metabolites level and insulin resistance [13,14), prediabetes [15,16] and T2DM [4,17)
have been evaluated in several studies using mass spectrometry (MS) coupled with gas
(GC) or liguid (LC) chromatography. Thus far, metabolites such as aromatic aming acids
(AAAs), branched-chain amino acids (BCAAs), sugar metabolites and gluconeogenesis
substrates (including glucose and fructose), and finally, different lipid subclasses (such
as phospholipids, sphingomyelins, triglycersdes and also specific lipids), identified using
high-throughput metabolomics, have beon associated with T2DM oe different stages of its
development. Considering metabolomics research, LC-MS and GC-MS are complementary
platforms (5L and reviewed Blerature indicate that many T2DM-related plasma of serum
metabolites can be measured using GC-MS [15-20]. Additionally, GC-MS is one of the
most efficient, reproducible and comvenient methads for quantitative and comprebersive
metabolomvics analysis due to its robustness, excellent separation capabdlity, selectivity and
serwitivity [19)

Genetic susceptibdity to type 2 diabetes includes single-nucleotide polymoephesms
(SNPs) of several genes. Prospero-related bomeobox 1 (PROXT) plays pivotal roles in
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the embryonic formation of several oegans and tissues, inchuding liver, pancreas, eye,
Iymphatic vessel, nerve and cardiac muscle in mice [1-4] and a meta-analysis of a genome-
wikle association study revealod that the 340874 SNP in the PROXT gerw s associated
with type 2 diabetes reported in an animal model in which PROX] heterozygous adult
mice become obese and had higher seram insulin bevels and hepatic lipid accumulation.

The present study 5 a continuation of the above-mentioned study of Adamska.
Patruno et al. [11]. To complement previous meal-challenge metabolomics nesults, in
the present work, metabolites were measured in samples from the same patients wsing
GC-MS, Of note, partiapants of this study were recruited from the cross-sectional study
called 1000 PLUS, which has been described In detadls previoasly [21]. We have recently
perfarmed 5-years of follow-up visits with the individuals from the 1000 PLUS cobort [22)
Interestingly, half of the risk carrsers from the present study participated in the follow-up
visit, and we observed that their parameters assessing glucose homeostasis (e.g., fasting
plasena glucose, HOMA-IR, HbALe) have worsened, indicating the development of a
prediabetic state. Therefore, obtained results revealed novel meal-affected metabolites,
which may be connectid with the process of T2DM development withén the next 5 years.
Consequently, this study is of great Importance, as it provides new Insights into PROXT
gene-dict interactions and posential T2DM development,

2. Materials and Methods

2.1. Sawples

The stady was conducted on selected Polish-orign Cancasian volunbeers necraited
to the mealdest study from the previously described [11.21] 1000 PLUS cobort. This trial
was registered at www cinicaltrials gov {(accessed on 15 April 2021) as NCTO3792685,
Taking into consideration the fact that investigated factars can be characterised by sexual
dimorphasm [ 23], only male participants were included in the study group. Participants
(n = 18) were disided into 2 groups based on the PROXT 3406874 genotypes: the homaozy-
gous carriers of high-risk (HR) allele C (CC genotype, n = 12) and carriers of low-risk
(LR) aldcde T (TT genotypes, n = 6), When the mealchallenge study was conducted, all
particspants did not suffer from T2DM, prediabetes or other disorders and did not receive
any treatment that might affect the results, Based on the daily physical activity measurne
assessed with the use of self-administered questionnalres [24], all participants were clas-
sified as having moderate or high (the majonity of the participants) physical activity. A
daily energy Intake was also stmilar for all participants (19918 £ 529.7 kcal) with 20.4%
2 AA% (194% = 1A% va 216% = 43% for LR vs. HR, p = 04) of energy from protem,
33.6% £ 5.5% (33.9% £ 100% va 3175 £ 53% dor LR va. HR, p = (1.9) froen fat and 42.0r%
2 63% (1A% £ 62% ve 427 £ 6.8% for LR va, HR, p = 0.9) from carbohydrates. Five
years after the first examination, subjects from the 1000 PLUS cohoet were called for a
follow-up visit [22]. Seven individuals from the nsk carriers group responded to this
call, and foe six of them, we observed worsening of selocted clinical parameters assessing
glucose homeostasis (e.g., fasting plasma glacose, HOMA-IR, HbAlc), indicating the devel-
opowent of prodiabetic state munifested by increased (within the range of 100-125 mg /dL)
fasting plasma glucose (three individuals) or increased (within the range of 57-6.4%)
HbATe valwe (two individuals) or insulin resistance (HOMA-IR = 4.6, one individual),

2.2, Regents

Pentadecancic acid (99%), methyl stearate standands, HPLC grade methanol and
silylation-grade pyridine were purchased from Sigma-Aldrich (Steinbeim, Germany).
Reagents for derivatisation (O-methoxyamine hydrochlorideand BSTFATMCS (N.O-Bis
(trimethylsdytrifluoroacetamide with 1% Trimethylchlorosilane), 99:1 (SylonBFT)) were
purchased from Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany) and Sapelco (Belle-forte, PA, USA),
respectively. Two standard mixes for GC-MS, one containing grain fatty ackd methyl esters
(CB:0-C22:1, rn¥) and another standard mix with a mixture of n-alkanes (C8-C40) and
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analytical grade heptarw, were purchased from Fluka Analytical (Sigma-Aldrich Chemie
Gmbl, Steinheim, Germany).

2.3, Working Sefation and Standends

Individual stock solutions of 4-nitrobenzoic acid (§-NBA) and methyl stearate (1S)
were prepased in methanal and stoeed a1 <20 “C. These solutions weee used to propare an
mbermediate solution of each compound which were stored at 4 "C duning the working
week and appeopriately diluted on the day of the analysis.

24, Etfucs

The study procedunes were conducted in accordance with all of the cthical stan-
dards of human experimentation and with the Declaration of Helsinki. The study progocol
wats approved by the kcal Ethics Committoe (Medical Universaty of Bialystok, Poland, R-§-
O(2/35,/2009), and bedore any study procedures, all the participants signed informed consent.

2.5. Mosl Challenge Tests

The volunteers were studied twice, within an interval of 2 to 3 weeks, in random
arder. Pasticipants were instructed to avoid coffee, alcohol and excessive physical exercise
on the day before each test and 1o maintain their regular lifestyle throughout the study.
After fasting blood collection, participants recvived a standardised HC-meal (300 ml,
Nutndrink Jusce Style, Fat Free, Nutricia, Poland), which provided 430 kcal (89% of energy
from carbohydrate—around 100 g 11% from protein—around 12 g and 0% from fag, oe
an NC-meal (360 ml, Cubitan, Nutricsa, Poland), providing 450 keal (45% of energy from

te—around 50 g, 3% from protein-around 34 ¢ and 25% from fat—around 13 g,
choline 69 mg /100 mL). The blood for metabolomics analyses was collected at fasting state
arvd 30, 60 and 120 min after moal mtake,

2.6. Metabolomics Analysis

Metabolite extraction was performod as described by Dudzik et al [25] with a small
modification. Plasma (40 uL) was deproteinised with 120 ul. of 25 ppm 4-NBA in cold
acetonvitrile (1:3, 20 "C), followed by two-step derivatisation: (i) methoximation with
O-methoxyamine hydrochloride in pyridine (15 mg/ml, room temperature, 16 h) followed
by (i) silylation with BSTFA containing 1% TMCS (70 °C, | h). Metabolic fingerprinting
(MF) was performed using an HI* 65%0 Series GC system equipped with an HI 6890
autosampler and a Mass Selective Detector 53973 (Agilent Technologies, Palo Also, CA,
USAL 1 uL of the derivatised plasma sample with IS was ingected onto a DB-SMS capillary
GC column (30 m x 025 mm x 0.25 um) using helium as carrier gas at a constant gas flow
of 10 mL/min. The injector temperaturne was set at 250 “C and the split ratio to 1:10. The
temperature gradient program started at 60 “C held for | min, followed by a subsequent
Increase in temperature to 320 “C ata rate of 10 °C/min. The GC-MS transéer linw, filamerst
source and the qguadrupole temperature were set at 280, 230 and 150 °C, respectively. The
electron sonisation (EI) source was set at 70 eV, and the muss spectromneter was operabed in
full scan mode, applying a mass range from m/z 50 to 600 at a scan rate of 1.58 scan/s,

2.7, Quality Comtrel Samples
To determine the reproducibility of plasma sample preparation and the stability of
the analytical platform used, several QC samples were prepased by mixing equal volumes

of all analysed samples. Subsequently, preparation of the QC samples was performed
using the same procedures as was described above, QC runs were performed prioe to the

aralysis of all plasma samples until system equilibration was achieved.
2.8, GC-MS Duata Treatment

Total ion chromatograms (TICs) obtained after the analysis were inspected based on
both, quality of the chromatograms and inbermal standand signals. At first, samples wene
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processod with Mass Hunter Woekstation GC/MS Translator softwase (version B04.01) in
order to make them compatible with the Mass Hunter Quantitative data analysis (version
B.05.00), The resailting data files were exported to Agilent Mass Hunter Unknowns Amalysis
Tool {version 7.0) for the deconvolution process and metabolites’ identification based on
GC-MS raw data, In order to obtain a chemical identity of the compounds, the softwane
executed a scarch against two target libraries. Fichn's library (version 2013) was used
to compare retention time (RT) and spectra extracted during the deconvolution against
each compound included in the library. For the non-dentified compounds, a mixture of
nealkanes, that was analysed at the beginning of the analytical run was used as a reference
foe retention time and retention index (R1) comparison with a comumercial NIST (National
Institute of Standards and Technology) spectral library (version 2.2, 2019). Metabolites
with spectrum score higher than 80% and concordant RI based on the alkanes scale were
putatively identified using the NIST library. Data obtained by the Unknown Analysis Tool
were aligned using Mass Profiler Professional B12.1 {(Agilent Technologies, Santa Clara,
CA, USA). Then, Agtlent Mass Hunter Quantitative Analysis (version B.0S.00) was used
for the assignaent of the tanget and Gualifiers jons and peak area infegration. Prioe to the
statistical analysis, sample areas were normalised by methy] stearate abundance in order to
minimise the response variability coming from the instrument. Finally, data were filtered
based on the coefficient of signal varation (CV) in QC samples, considening values lower
than 30% as acceptable.

2.9 Pathaowy Amalyss wvth MessboAnsyst

Metabolic pathway analysis was performed to sdentify clustens of metabolites relased
to key cellular signalling and metabolic networks, which may provide mechanistic insight
into the underlying biology of differentially expressed metabolites. For this purpose,
MetaboAnalyst 5.0 (hitp:/ /www metaboanalyst.ca, accessed on 5 June 2021) was used,
and pathway analysis was performed for statistically significant metabolites detected in
this and our previous [11] study. To increase the specificity of the results, Homo sapiens
organism was selected in the KEGG database.

2.10. Statistical Analysis

Statistical analysis was performed for NC- and HC-meal independently. Due to
the small number of contestants in cach group, nosvparametric tests were chosen. The
Wilconon signed-rank test was performed 1o study the differences between metabolites
bevel in dependent samples (the level of the metabalite in 3, 60" and 121 after mweal intake
compared 1o their fasting leved), whereas the Mann-Whitney U btest was used to test the
differences betwoen the leved of metabolites in the fasting state of HR- and LR-genotype
groups. Statistical analysis was performed using the R software environment (version 4.0.0,
hitpsc /S www Repeoject ong /, accessed on 15 February 2021).

3. Results
31, Baselrme Characteristics
The baseline characteristics of the studied population are peesented in Table 1. The

groups were well matched without any between-group differences in age, anthropometric
meassinerments (Body mass index (BMI), body fat and fat-free mass consent), Fasting ghucose
and nsulin level, as well as HOMACIR, HOMA-B and glycated haemoglobin (HbAlc).
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Table 1. Baseline characterstics of the study groups.

LR Genotype Carrlers MR Genotype Carrders  p
Age (years) AL R Mii90 s
Wesght (kg) 918:222 936+ 235 059
Body mune index (BMI) (kg/m2) 281+ 54 M1178 om
Body fat content (") Bue 77 PAL R T 0%
Fatdroe mass (%) 7629 £ ) 743490 058
Wiaist (cm) 1055+ 215 Wwr4+213 oS4
Hip tem) 1080+ 300 04 154 on
WHR o7 =an 103 £ 016 056
r.qmz;-amh M7+ 31 2176 085
Faoing insulin activity (IU/mL) 937275 104 £ 87 057
HOMA-IR 2118 2219 sy
HOMA-& 1302 £ %14 1882 & 1% 053
HbAIC 52203 s52408 o
3.2. Metabolomics Resedls

A GC-MS-based approach was applied for plasma mubolonlmmdphdph-m

First, 525 ard 624 raw poaks after the NC-mweal and HC-meal wene observed in GC-MS
data, respectively. After data pretreatment (decorvolution, alignment, data normalisation
and filkering), 125 entities were obtained. Finally, 38 metabolises with CVs below 30% in the
QC samples of HC- or NC-meal analyses were annotated. In total, 15 signaficantly differemt
(p < 0.05) metabolites were ientifiod (Figuse 1), Sisilarly to our previcous study [11], af the
fasting state, we did not observe any significant differences in metabolites” levels between
studied groups. Whilst postprandially, the HR genotype carriers presented differences
in the Jevel of 11 and 5 metabolites after HC- and NC-nweal intake, respectively. In the
case of LR genotype carmiers, we have not observed any metabolites significantly changing
postprandially. In the case of LR genotype carniers, we did not observed any metabolstes
significantly changing postprandially. Metabolites significant in the PROX1 low- (LR)
and high-risk (HR) genotype men after HC-meal and NC-meal intake are presented in
Tables 2 and 3, respectively.

51'

Figure 1. Total wa chromatogram (T1C) of plasma peofile obtained by GC-MS with markisd statistically significant metabolies.
1. Alanine, 2 Hatidine, 3 Creatinine, 4. Nocleucine, 5. Galactosamine, 6. Galactone, 7. Alkone, 8. Frixctone, %, Ghyooric acad, 30

Palmitic acid, 11. 5-Keto D-ghaconate, 12 Glucosic acid, 13. Tyramine, M. Urie acid, 15, a-Hydroxybutyric acid.
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Table 2. The percentage differences in postpramdial plasma metabolite levels after HC-meal intake i the PROXT low- (LR)
and high-risk (HR) genotype men. Metabolites that showed statistical significance after Willoosom signed-rank sest. Mass
found in the Human Metabolosse Databese (HMDEB) (sitp [/ wowow b caacoossnd, oo 20 Aprl 2021 RT, retention tiene
expressed in minutes, p value; * p value for detween-groups compartson (Mans-Whiteey U testy CV, coelficent of variation
of the metabolites in the QC samples: FC, fold change in the companison. Eaght individuals from the HR group participated
in HC-enwal.
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Table 3. The percentage differences in postpramdial plasma metabolite levels after NC-meal imtake i the PROXT low- (LR)
and high-risk (HR) genotype men. Metabolites that showed statistical significance after Wilconon signed-rank sest. Mass
Tound i the Husan Metabokoese Database (HMDS) (http /S Bendb ca )/ scomeod, on 20 Aprid 2021); RT, reterstion tisne
expressed In minutes, » value; * p value Sor between-groups compactson (Mans-Whitney U test) CV, coeffickent of variation
of the metabolites in B QC samples; FC. fold change in the comparison. Ten individuals from the HR group partiopated in
NC-mrwal (six commaon with HC-meal).

o N A
PENC-Meal LRNC Mot &I-
ra—— = Molecular KT Tiww alter ~ HMDS Code
- r Vadee I p Ve "
Arntns scxdh. pepthden and anaiogies
o - e 200 on (> aw
Navaw s CGHGNOy T rax ag v om 5] = am (Lt ]
u-Nr 0008 e o aw an
Novbuarwe UL GHENO: AR o 0 2 ol s M 080 (LT T
Catuivydims ond camy g
o o - ) o an
Chasme ol 180 Gt On e - am W on @ " o 1O
Cpivnn whd 4007 Gl w L o2 7 on m 0 o 1D W
Fatry s wnl (rvqupses
Pabestx schl e Collyy, mxs oy am L on o » o | OO

101



Carr. Jussws Mo Bk 3021, 43 p> ]

Patlvway mapping using MetaboAnalyst 5.0 showed that significant metabolibes iden-
tified in the present study using GC-MS (Figure 2, paned A) and in the previous study [11]
using LC-QTOF-MS {(Figure 2, panel B) belong to different metabolic pathways, It proves
that both analytical platforms provide complementary results. Pathway analysis based
om GCO-MS data revealed several pathways, including glyceralipid metabolism, histidine
metabolism, pentose phosphate pathway or amino sugar and nudeotide sugar metabolism,
where disturbance may lead to T2DM development. Metabolic pathways pointed based on
LC-MS data are also important in the development of T2OM. Detalled information abouwt

all performed pathway analyses are provided in Figure 2, Tables 4 and 5.
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Figure 2. The results of biachemical pathways analysis performed for metabolites detected by GC-MS (panel A) and by
LCQTOF-MS (pasel B).

Table & Metabolic pathways cormesponding bo sigmificant metabeolites adentified in plasesa samples with GC-MS.
Neoof Metabolites  No. of Metabolites

Pathway Name im the Path Detected in Pl p-Valwe  Pathway bmpact

Fertose phosphate pathway 2 2 0Mms 0087
Amino sugar and rucleotide sugar metabolism h 2 0048 (I
Asrinoacy FRNA bicsynthesis 48 2 #0105 0.0

ipid metabolism 16 ! 005 o0
Histidine metabolism 16 I >0.0% o
Selevuxompound setabolism 20 1 005 0.000
beta-Alanine metabolism M ! 105 om0
Propancate metabolism pa) 1 »0.0% 000
Calactose metabolmes bl 1 >005 s
Alanine, aspartate and glutamate metabolnem b ! 005 o
Glyonylate and dicarbony lase metabolism n 1 >0 08 om0
Qlycine, serine and threonine setabolisem 3 1 005 0.4
Baosynithesis of srvaturated ity acads 36 ! 005 00
Fatty ackd elomgation » I >0.0% 000
Fatty acid degradatioe £ 1 »005 0.000
Tyrosine metabolism 42 ! >005 o4
Fanty ackd baosynthests W 1 >0.08 ool
Puarine metabolses &5 I »005 000
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Table 5, Metabol pathways cornesponding to significant metabolites identified in plasma samples with LC-MS,

Pathway Name

No. of Metabolites No. of Metabolites pValue  Pathway Impact

in the Pathway Detected in the Plasema
Lisolesc ackd metaboloen 5 1 o2 1000
Taurine aod hypotassrine metaboliam L] 1 0ms 0
ATginine tuosynthesis " i 0062 0081
Clutathione metabolisem . | 1 o0 0
Baosynthesis of wesaturated Lty acds 3o 1 152 0
Glycerophospholipid metabolam » 1 0182 o7
Arachidonic ackd metabolism 3% 1 0182 007
Anginine and peolioe metaboliven » 1 010 om
Primary beie ackd brosynthesis 46 1 0.1% 0008

The graphics contain all the matched pathways arranged by loglp) values (from
pathway ennichment analysis) on the y-axis, and pathway impact values (from pathway
topology analysis) on the x-axis. The node colour is related to the pathway p-value, and
the node radius is determined based on the pathway impact value. The dots symbaolise
modulated pathways (one dot—one biochemical pathway). Their localisation is dependent
on the impact of a pathway in the whole analysis and its statistical significance. The
pathway impact is the impact value cakulated from pathway topology analysis. The
total / maximum importarce of cach pathway i 1.

4. Discussion

The pathogenests of T2DM is complex [2], and is characterised by the following
triad: genetic prodisposition, environmental factors and acquired organ dysfunction. The
genetic pradispasition to T2DM accompanied by such environmental factors as diet and
sedentary lifestyle, along with f-cdl dysfunction, IR and hepatic ghocose production, leads
o prodiabetes and T2DM (1]

Meta-analyses of genome-wide association studses have confirmed that the rs340874
single-nucleotide polymorphism in the PROXT gerse is associated with fasting glycemia
and T2DM |26} However, the mechanesm of this link & not fully established [9]. Genetic
predisposition-diet interaction is considered as one of the components of this mecha-
nism [27]. We have previously investigated the effect of the meal-challenge test on the
plasma metabolome of mdividuals with a different geretic predisposition to T2DM
the PROX1 gene using LC-QTOF-MS [11]. However, to the best of our knowledge, bow
PROX1 SNPs is related to the postprandial changes of plasma metabolites has not yet been
nvestigated by GC-MS, an analytical platform complementary to LC-MS in snetabolomics
studies [25],

Therefore, we selected this technique (o measuse plasma metabolites at fasting and
postprandial state to explore the impact of the rs30874 SNPs in the PROX] gene on human
metabolism, Metabolites detocted in the present study were foursd to be associated with
several metabolic pathways (Figure 2), which have already been linked to prediabetes
and T2DM [16]. Furthermaore, these significant metabolites belong to different chemical
classes, e, amino acids, carbohydrates, hydroxy acids and others (Figure 3), and using
such division ane described below,

Carbohydrates are one of the three macronutrients in the human dict, aloog with
protein and fat. As the role of dietary carbohydrates in the devdopment and maintenance
of T2DM recetves now Increasiog attention [29], the participants of this study underwent an
HC-meal challenge test. The progress of T2DM is often explained by excessive consumption
of high-carbohydrates and high-calorie diets [30]. There is a lot of systematic reviews and

describing the effect of low carbohydrate diet [29,%] in comparison to
noemal or high carbohydrate diet [11,27,31] in patients with T2DM, but only some of
these studies described the post-meal changes in patients with a genetic predisposition to
TOM (L1027}
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Figure 3. The summary of metabolic altermations observed after NC- and HC-eneal intakie. AN~ Amdno acids, CH-—
Carbohvdrates, HA—Hydnoxy acids, DE—Dicarboxylic acsds, FA—Fatty acids, 'H—henethylamines, PU—1"urines,
KA—Keto acids. Red asvows indicabe a de , wh Kroen arrows indicate an incresse i the metabolste bevel in HR
Renotype ccenpured 10 the LR genotype. Transveese stripes show setabolites comemon Detween two sseals.

According to the Bterature review, among compounds involved in carbohydrate
metabolism, the levels of malic acid, glucose, marmose, fractose, inositol, sorbitol, xylose,
gluconic acid, glucuronic acid and fumaric ackd were iIncreased [32-3], whereas the
levels of pyruvic acd, deoxygalactose, glycerol-3-phosphate and 1L5-anhydroglucitol were
decreased in T2DM [25,32,35]). The levels of other metabolites sach as citric acid, lactsc
ackl, acetic acid and deoxygiucose were increased in some studies [30,37] and decreased in
others [32,%]. Some of the metabolites mentioned above were also found significant in the
presented study. After NC-meal intake, we observed changes in two metabolites involved
in carbohydrates metabolisen, whereas after HC-meal intake, we found significantly higher
levels of four metabolites in the HR men (Table 2).

In the present study, 30, 60 and 120 min after HC-meal intake, the HR-genotype
carriers presented significantly higher plasma levels for galactose, fructose, D-allose and
galactosamine (GlycA), Galactose is a C epimer of glucose and can be rapidly converted
20 glucose through the Lelolr pathway | 38]. Postprandially increased galactose metabolism
may lead 1o a Jong-term, gradual increase in plasma glucose and may contribute to IR [
Human studies have shown that in addition to galactose, fructose may contribute noga-
tively to blood glucose homeostasis by causing IR in the liver [40], It was confirmed n
another study that this six-carbon sugar, when ingested in a high amount, increases the
risk of T2DM and other metabolic diseases [11]. Fructose, once ingested, can be ooadised,
converted to glucose o lactic acd of emder de movo lipogenesis. These metabolc pathways
could lead to the development of metabolic disorders. After ingestion of large amounts
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of fructose, an ncrvased level of hepatic acetyl CoA Jeads to increased production of
very-low-density lipoprotein and triglycerides, associated with T2DM. GlycA canbe a
predictor of the future development of T20M [42], but conchusive data on the relation of
GlycA with IR or insulin secretion are missiog [43). Connelly et al. [44) also concluded that
further reseanch is needed to understand the inflammatory pathophysiology of T2DM and
the ability of GlveA to improve predaction modets for T2ZDM. Low-grade inflammation &s
known 1o trigger the development of IR and loss of f-cell function, and both are proposed
to be involved in the pathogenesss of T2DM (reviewod here [45,46]).

A recent study shows that fructose-mediated generation of uric acid cavses mitochon-
drial oxidative stress that stimulates fat accumulation Independent of excessive calori
intake [#0]. Research nto the relationship between uric acid and T2DM is the most con-
troversial. A lot of studies confirmed that uric acid was related 10 an increased sk of
T2ZDM [47,45). On the other hand, in the study of Li et al. [#9], who followed up 4412 non-
diabetic patients for around 5 yoars (o study serum urate changes in glucose metabolism,
high concentrations of urc acid were not found to be related to an increased nisk of TZDM.
As shown in Figune 3, we observed a significantly lower urnic acid level after HC-maeal
intake in HR-men.

Thw wtabaolism of carbohydrates and fats are closely connected. Mlasina FFAs can be
synthesised endogenously from excess carbohydrates in the process of de movo lipogenesis.
Thas process is upregulated by insulin in the blood and downregulated by high levels of
such hormooes as adrenaline and glucagon. Fatty acids imvolved in this pathwvay have been
recently characterised as a cause [50,51] and a consequence [52] of IR and T2DM. Moreover,
i is well known that T2DM and lipid disorders (involving FFAs [53]) ase closely assoctated.

However, different kinds of FFAs have different or even opposite effects on IR and
T2DM, For example, satsrated fatty acids (SFA) warsen insulin sensitivity and increase
the risk of T2DM, but polyursaturated fatty acids (PUFA), partscularly n-3 fatty acids,
improve IR [2] and ase potertially protective against T2DM [53]. 1t should be kept in mind
that plasma FFAs concentrations reflect their intake and balance between de novo FFA
synthesis, stocage as TAGs and their lipolysis. During digestion, TAGs are hydralysed into
mooo- and diglycerides and FFAs [2].

In the stisdy of Koska et al. [55], it was confirmed that high caloric diets enriched
with saturated fatty acsds (SFA) or carbohydrates induced whole-body IR in both noemal
and impained glucose tolerant subjects, The metabobic response 10 SFAs can be associated
with the induction of serine-phosphorylatson through activation of specific serine kinases,
resulting in decreased activity of insulin-regulated glucose transporter-d (GLUT-4) and
consequent lower glucose uptake [56). SFAs can also affect insulin sensativity by altering
the membrane lipid composition, leading to the disorientation of membrane glucose
transpocter molocudes [57].

In our study, HR genotype carriers presented a signaficantly higher level of palmitse
ackd (PA) 60 min after both meals. Literature data indicate that impained msulin secretion,
impaired insulin sensitivity and glucose intolerance are strongly associated with elevated
plasma levels of saturated FFAS (inchading palmitic and stearic acid) [3,5,59]. The elevated
level of plasma PA may contribute to yperinsulinemia and consequently the development
of IR 1t has also been reported that IR could be induced by the increase of circulating
FFAs, which inhibit glucose transport and phosphocylation activity and downeregulate
glycogen synthesis and glucose oxidation in muscle [59]. In the prospective multi-ethnic
cohoet study [60], the associations of metabolic perturbations in fatty acid metabolism with
a 5-year risk of incident type 2 diabetes, before and after adjusting for insulin sersitivity
and IR, were investigated. The eesearchers found out that PA had the stroegest associatson
with the risk of T2DM. Our results also support this observation, as plasma PA level
was found to be postprandially increased in HR gene risk carriers up to 5 years prioe
to T2DM onset.  Excessive fatty ackd onddation ddevates the intramitochondrial acetyl
CoA/CoA and NADH/NAD" ratios and inhibits pyruvate oxidation [61]. Thus, lactate
accumulation may occur. This inefficlent fat coddation may cause an increased level of
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alpha-hyvdroxybutyric acid (a-HB). This metabolite is a byproduct of « ketobutyric acid
synthesis, 2 product of amino acid catabolism (threomine and methionine) and glutathione
arabolism (cysteine formation pathway) in hepatic tissoe. a-HB was peoviowsly identified
as a marker |16,62,03] and predictor [64,45] of TXDM. In the present stndy, we also observed
a significantly higher level of this metabolite in HR-genoty pe carriers 60 and 120 min after
HC-meal. Consequently, an accurate determinatson of PA and «-HB can be essential for
the early diagnosis of T2DM development, which is an impartant findling of this stady.

Amino ackds (AAs) are crucial biodogical compounds that play a key metabolic and
physiological role in all living organisms [66]. [t was confirmed that these metabolstes are
useful diagnastic markers because they are considerably altered in prediabetes state and
continue to increase during T2DM progression [67). The Framingham Offspring Study has
shown that edevated AAs were able to predict an increased risk of T2DM up t0 12 years
prior to disease onset [64]. A less consistent finding is the association of prediabetes oc
T2DM with higher kevels of lysine [69-71], histidine |69] oe proline [14,34,70,72],

Our study supported the observations of the relabionship between amino acid levels
and the risk of T2DM. We noticed higher plasma level of alanine {Ala) and norleucine in
HR-genotype carmers after NComeal. Additionally, we have observed an increased level
of histidine in HR-genotype carriens after HC-meal. As mentioned above, accumulation
of these metabolites after meal intake may bead to activation of pathways invaolved in
T2DM development.

Alanine is a proteinogenic amino acid which level was found clevated in HR-men
in 60 and 120 min after NC-meal intake. It is synthesised from pyruvate and amino acids
(maindy BCAAs) peimarily in sheletal musche and intestines and is used for gluconeogenesis
in the liver [73]. Therefore, postprandially increased level of Ala in plasma may enhance
gluconcogenesis and contribute to fasting hyperghycemia dovelopment.

After HC-meal intake, the HR-genotype carriers presented a signaficantly higher
plasma level of histidine and a lower postprandial level of ereatinine. Although plasma
histidine is an appetite-controlling factor, it also provokes a brain signal to the liver that
docreases the expression of gluconeogenic enzymes—most notably glucose-6-phosphatase-
and thereby reduces hepatic ghacose outpat. On the other hand, a small Japanese prospec-
tive study reached the conclusion that higher dietary intake of BCAAs was a predictor of a
bower risk of T2DM. Therefore, arguably, the true dictary determinant of risk might be the
histidine ratio to BCAAs or total mewtral amino acids, In the diet or in plasma, such a ratio
might predact risk better than either histidine or BCAAs per se. On the other hand, studies
describe the positive of histidine in preventing T2DM [74].

Many published articles confirm our results for creatinine. For example, in 2009,
Harita et al [75] confirmed that low serum creatinine levels were assocated with an
ncroased risk of type 2 diabetes mellstus and dysglycemia. This was also confirmed in the
recent studies conducted by Takeuchi et al. [76] and Chutani and Pande [77]. Creatinine
is produced after the pyropbosphate cleavage of phosphocreatine to produce energy for
muscle activity. Therefore, a lower serum creatinine level might reflect a lower volume of
skeletal muscle which means fewer tanget sites for insulin, In addition, it may partially
explam the pathogenests of T2DM associated with Jower serum creatinine. Conseguently,
an accurate determination of these metabolites can be essential for the carly diagnesis of
prediabetes or T2OM.

Amaong other significant metabolites, we observed elevated tyramine Jevel 30 and
60 mén after HC-meal In HR-men. Thas compound is derived from tyrosine and has a
good effect on human health. Intake of tyramine might bring a benefit, especially when
glucotoxicity or Hpotonicity need to be reduced, Le., in diabetic and obese condition [74]
In 2003 Visentin et al. [79] reported that tyramine stimulates in vitro glucose transport in
adipocytes, candiomyocytes and skeletal musche and improves in vivo glucose utilisation
in rats. Carpene ot al. [75] cbserved that after 12 weeks of tyramine supplementation,
non-fasting blood glucose was decreased, but the supplemertation did not modily ghocose
tolerance oc fasting glucose level, msulin or circalating lipids.
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Our study hud several strengths and limitations. One of the strengths was the use
of a well-established GC-MS platform, which allowed us to discover novel metabolites,
previously not detected using LC-QTOF-MS, A major limitation of our study is a relatively
small sample size, bat as it was mentioned in our peevious studses performed on the same
group of patients, it is difficult 10 find healthy risk genotypes carriers since the general
CC genotype frequency is around 6% [4,11]. Purthermore, due to the long and laborioes
protocols of the mwal challenge test, i is abso challenging fo recruit volunteers willing to
participate in ths type of study.

5. Conclusions and Future Prospects

Plasma GC-MS profiling provided an efficient way of depicting metabolic perturba-
tions observed in HR-genotype carriens after meals intake, Considering the fact that several
of the studied HR-genotype carmiers became prediabetic within 5 years, the presented
results are of high impostance. Alterations in the bevel of several metabolites can be an
early metabolic disturbance predicting early stages of T2DM development, and even some
of them, such as a-HB, gluconic acd and PA, can be early predictors of the PROXT-related
risk of TZDM in healthy people. The obtained result may also help to establish diet recom:
mendations for individuals carrying the T2DM-risk allede in the PROX] gene. However,
fusther investigations are sequired to design an optisal diet. To evaluate the clinical utility
of altered metabolites as potential markers of genetic predisposition to T2DM, a targeted
method for the determination of significant metabolites should be developed and applied
in a large cohoet of patients to measure fasting and postprandial plasma samples.
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Optimization of a GC-MS
method for the profiling of
microbiota-dependent
metabolites in blood samples: An
application to type 2 diabetes and
prediabetes
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Changes in serum of PLSMa MELADOomMe Mary refiect gut MCrobIota Bysbeosis
which is also known 10 ccour In patients with prediabetes and type 2 dabetes
(T20M]. Thus, Seveloping & robust method for the analysis of mcrobiota-
Gependert metaboltes (MDMs) is s important issue. Gas chromatogeapty with
mass spectrometry (GC-MS) is 2 powerful approach enadiing detecton of 3
wide range of MDMs in blofisd samples with good repeatabdty o
reproducihdaty, but requires selection of 3 suitable sovents and CONAILONS
For this remon, we conducted for the fint Brre the study n which, we
demorsuaied an optmsation of samples peeparation steps for the
messutoment of 75 MDMS in two matrices. Different sobvents Or mistures of
solvents for MDMs extracton, varous concentrations and volumes of
GArvatizing redgents s well as temMperatute programa M methoxymation
and siyation step, were tested The stabiity, repeatabiity and reproducibiity
of the 75 MDMs measurament were assessod by detorminng the relatve
standard deviation (RSDL Frally. we used the developed method 0 analyse
setum samples from 18 predabetic (PreDad groupl and 24 T2DM patients
(T20M groupd from owr 1000PLUS cohort The study groups were
homogenecus and did not differ in age and Dody mass index. To select
statisticaly sigrificant metabolites. T2DM v PreDab comparson was
performed usi) multivariate statistcs. Our espenment revealed changes n
18 MDMs Belonging to different clisyes of compounds, and seven of them
based on the SYM classification model were selected 25 a panel of potensal
Bromarkers. able 1o distinganh between patierts with T2DM and predubetes

rYwoey

GC-M5, opf Gut mecr TIOM, gl seram

o Serweerin oy

111



Mgk ot &

Introduction

The workdwide provalence of fype 1 diabetes mallites
(TIDM) Bas rleen over the past two decades [daaah o ol
2019) ==d currestly, this metabolic dincase i 2 serious pablic
Neakh prodless (P00 o ol 2000), There is = Increasing
evadence that sliemations i ot microbeota (GM) (Lo o ol
20075 Muoon of Al 200N Chan ot al, 2919, apert from pesetic
Vb el 2021) and life stybe facsoes (B o ol 2018),
wv important for the development of metabolc Ssemes.
Chasges = the gut microbieme composition lead 10 an
wdalanced gautresnsestizal habitat which promctes aboormal
productivn  of metsbolives, isflamenatory  status,  gecore
mwtsbolem dieration and oven inulin resistance (1K) (1 anae
Woal 20k Parmioslarly, varsss  micrebiota-dependent
metabolics (MDMa) (s ot ol 0010 wach a0 short-chain
fazy acids, branched-chals fany ackds. amimo ackds (AAs),
branched-chais srmine acads (BCAA), bile acids, tryptophan-
derved metabolites, and athers (Mgak o ol 2000 Zhoa el
2012) have been reparted to be closely associatod iy IR {5 1en
wt ol 2007), peodiabetes (Dvuochy ot al, 2017; Gar of o, 2015)
and T2DM (Sodczab of sl 200% Fln ot al, 200%; Go of ol 2000
Majeak o 3l 2020\

Metaboloenics i & Bigh-throgghpat spproach enabling &
gobal sualyis of metaboltes In blologcal  wte
Untargetod metabolomics has Jod 10 masy docoveries of
microbiota- dependent metabolic  pathwayy and  metabolies
lindiod 90 Dot diseases (Movm o1 ol 2000 Tomuse & ol 2000
Mok ool 20z ) Coasequently, dctermsination of MDMs can
e cssenial for e enrly Sagnosts of TIDM Mok ool J022)
Ameng mam spectrometry (M5)-based analytical platform, g
chromatography (GC-MS) and Saquid chaomaegraphy (LC- MS)
wr e modt popdar smalyticll techmiques ued for the
seperation of MDMs {Chen @ al, 200% Brlem o o), 20220
Comnpused 10 LC, GC hat & considerably better chromuatogeaphic
resadution. 1t w also & highly reproduciie and sensitive anadytical
techricgoc, able 1o detect & wide variety of MDMs sach as AAs,
farry ackds (PAN), carbobydirases (CARB) and wevels related to
microbiots and TIDM, thet woudd otherwite peod several
sparstions m AC-MS  (lsey, 20000 Additienally,
sepecdacible mokoculet (ragesentation pamerns of GO MS
make it one of e most reliable socls for exploning
metaboltes (Fapalumitopuaion o ol 2018}, Coesidering ol
shove-mentionad remsons, GC-MS was oead i this study,

MDMs are foand = a variery of bledogical samples such as
focen, urine, wron or plama { hen @ ol 2019), Accordng
Chem o ol (0150 plasma and serum wre o0 ivasively
obtained Blomatrices and analpis of their metabolome may
refiect the changes In the metabolome of the whale organism
(Kicdens 1 40 2021 ), incleding changes in MDMs compouition
(Vormoccsl o ol 0in). Addmonally, bath of these hood-
derived samples  have Boem wel in mesy GCMS
metabolomics stadin telated to the devlopmwent of T2DM
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(lin o ol 20075 Oum 0 ol, 2009), Viooti @0 ol (200V),
proved that many species of GM showed amocuton with
Hood metabolites, suggoting mportat effacts on hout
syseTie metabodism

Although GC-MS i 3 powerfal tool 1o detect MDMy, GC-MS
peodiling of sech metabolites In bofusd samples constinutes s
analytical chalicnge (Miguak ot ol 2022) In codier 1o extend the
coverage of MDMs measared with G- MS, selection of 2 sutable
sobvest for the profeis precipitation of extraction (1l ool 2001
and a trassformation of asalysed metaboloes mto mose welatile
foern  theough  the  derivatintion process, b soquised
(Moddonssnn and Dand 0000 Masy sobvwnts lke ACN
[Mopak e . 20200, MeOH (Tryge o ol 2005) o¢ mintures
of solvents wach ax ACN tsoPropcdH O (voww; 582 (Fhin. 2010
Kisclewn ot al, 200 1) MeOHMO (v 21) (Madn o1 o, 2000),
MeOHsePropHAO (vow 332) (Kisdews @ ol 2021) or
MeOHEOH (wvy 10) (Socvemets o0 ol 2001) ave commondy
wed ia metabolomicy wadin. A choice of proper sobvently) s
Important, i e stidy of 1chin (2006) 1t was confirmed that the
we of hydrophilic, lpohilc aad mediem-polarity solvents
demonssrated Mgh analysical precidon and comprehensveness
of the cxtracted metaboloene. There are a fow studies conguring
the sty of diffrert solvenin. however, the vackery of
isvestigated mistures wis net that wide (Trppe o ol 2005
Me ot . 2000 Bylem @ o 2000) To the best of eur
hnowdodge, there 5 2 lack of methodelopaal  arnicles
comperng the performance of Bew whvwnts and Seir
mianares for e pecparntion of serum or plasess sastples for
the GC-MS anadysic of 75 MDM

Ot of several svadabie dertvatisation metheds (b
and Dl 2010, methaxymason (MeOx) followsd by silylation
(SIL) is the most commonly wsed (1 rnche Gaenther o ol
J021) Acceoding %0 Pk (J004) and Fpless o ol (022
poee 10 STL, MeOx s pecessary 10 protect carbomyt groops of
aldchpdes and helooes in reducing wagans fom the cyclintion
process, 3 well @ o stabdine a-beto acks  againat
decarboxylation  (Zarste o oL Mie) The degree of
completion of this peocess Is asseciated with the concentration
and volune of methosamine HO i pyridine, o well o
iwubstion  teme  and  lempersture used  dering  the
dertvativation precess (Tohele o0 ol 2004 Motor @ ol 2007
The meont frequently reported incabution tene and temperature
foe MeOx of biofhaid ssetaboliies are 30-90 min at 37-79'C w
16 h 2t rooms hemperatere (RT) (Fider 2000g Beale ot ol 2000,
whereas the vohuroe of methoxamine HOI in pyeidine used are
between 10 xad 40 jd (with the concenteation range of 15-40 my/
ol (Mg mgens wndd Barnbu, 20190 As for the MeOX process, the
man factoes determining the ouscomes of the GO-MS anadyuis
are the vohame of SIL reagent as wrll as the Inoshasion time and
teeeperature (Fplom o1 ol 022

To the best of our knowledge no thosoughly optimiaed
method, which sdledos Bhe impuct of popolar solvents and
derrvatiation condimans for profling of 73 MDMs presemt s
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human pluma and wrum has boes proverted w0 far. For thin
rewson, we performed 4 side-dy-dde comparison of differem
serum and plassss 4 thon procedures componed of

metabolles extraction sad twoslcp dervatnation, Mol
followed by SIL. focuning on MDMs. Rased on $he wgnal
intenity sad ity relative sandand deviation (RSDY), 1he
methodology  Sor ample popanation sad  analyds was
optimized % obtain the best posibie method for the ssalysa
of MDMs. Metabobtes were casifind s MDMs Sased on the
scientific seports (L et ol 2017, Org o ol 20075 Mastin ot ol
2% Vincsuti v o, 2019 Wan e ol 2000y Gonds ansd Cabowa,
D02l Tan e Wb 20200 and Humes Metabodorse Database

33 1100 cis 2022 WA06T2

MeOHH;0 (vv; %1) MeOFHboPropH O (voews 33:2) and
MeOHEOH (v, 11) in order 10 evabsate the performance
of differest extraction solvests. Subsequently, 3 two-siep
dertvatisation: 1) MeOX wih 20l O-methocyamine 1501 n
ryridinne (15 mgiml, for 30 min 2t 17°C) Sollowed by 2) SIL with
30 )4 MSTFA contalnisg 1% TMCS (for 30 min a1 57'C) was
performed

Tooptimine the protecal for twe-step derfeatisation precess,
fiewdly, we tewed different concestrations (1040 reglemd, in the
wolume of 10 i) and then volemes (10-50 W) of methexyamine
HOI in pyridise, sdiassod 30 120 jd with heplane costaining IS2
After that, wr vxamined the efiocty of derivatisation termperature
and tme of the reaction For McOx, the derivatisation

(HMDE) (HMDN, 2000) (vttpesiwww Sandbca d, en
20 Apnl 20021 Faally, we wed the devdoped biofhuids
preparation sethod 1o analyse wrum samples of patients with
predisbetes sad TIDM

Material and methods
Reagents

The following resgents and sussdands were wied: MilsQ"
water (Mdlipore, Billersca, MA, United Staten), heptane
(Sigrma - Aldrich, Sacinhetm, Germany), pytidae
(Sigma- Aldrich, Stesheim, Germany), O-methoxyamine 1K1
(Sigrma- Aldrich, Steinheiss, Germany) and MSTFA (N Methyl-
Netrimedybidyl trifucesacetamide)  with 1% TMCS
(Trimethylchborosilane) (Prerce Chemical Co. Rockdond, 11,
United Seaten), 4-nitroberuokc achd (4-NBA) and steatic acd
methyt eer (CL50 methyl ester) (Sigma-Aldrich. Steinbetm,
Germuany) were used o intornal standards (1Sa) for GC-MS
Individual stock solotions of 4-NBA (E5)) were prepared o the
concentration of 25 ppes, thos stored 2t ~4'C, whereas methyl
stearate {152} were prepared at the coscemnation of 20 ppm, Shen
soeod ot <2'C Two ssadards mivteres foe GO-MS, one
corsuning gran Sery ackd mathyl essers (FAME) (C39-€22
1, 19} and another standied mix with mivare of o-allascs (CE:
CA0) were  purchased  from  Supeko  (Blefonte.  PA,
United Sustes).

Optimization of sample preparation for
GC~MS analysis

Al the optimation stage, plasma and serum samples, as well
wa all tested coembi £ were anabpsed in s
sequences. Theee replcates were used for exch opomined
cordition. In the batcher toled samples were malped
together  with  qualty control wmples (QCY) and Nank
sarrples. Festly, 50 W of pooled hasnan plasess of serem were
extracied with 150 gl of ACN, ACN sl rop 1,0 (vew 3320,

Provvie=s m Moo Bosewrcor

o was st 80 S7C or WC and e denvatiation
e was set to 30 min, 60 men or 36 b at KT (30 min at 37°C
(PILEhat 20°C (P20 16 hat KT (13} aad 1 hat 70°C followed by
16h & BT (POL In the fiest purt of the experiment, SiL
condtions were fiand st 30 min and 3°C Then, wien SIL
sep was being eptimired, the derivatisasion teropersture of
37 and 20C (foe 30 and 60 min cach) was evalusted. Fisully,
the opamized method was applied to the analyus of the chaical
sammples.

Clinical samples preparation

Sorum (50 ul) was deprvtetnined with 150l (MGOH L0,
1L v} (13, -20C) commaining 181, followed by two-siep
derratiation: )] MeOX with O-mathosyamize HO
pridoe (Omgiml RT. 16N followed by 2) SIL with
MSTFA contaising 1% TMCS (J0C, Lh) Subsequently,
wmple peeparation for QC samples was  performed  as
described abowe for clinkcal samples. Propueation of 3 Bank
war condacied following the same peocedare, bat wsing only
whents, Six QC smples weee injeciod %0 oquilirate the
anadyucal platform Sefore clinical samples were anadysed 10
erure that reproduchle dats was scquired. I exch buch,
PAMES, maoes of n-alkanes, Blank and sx QC samples wore
infeciad at the begitning of the batch, a0d voe QC sarrgle were
Injeciod after every aight sample Injectioon. At the end of the
batch, soe QC sample and blask were injectad agein.

Metsbolic Sngerprinting was performed wing GO syvdemn
(sexies TEMB) equippal with aa 76334 sutosarpler and & Mass
Selactive Dvtoctor 000D (Aglent Techaclogies, Palo Ala, CA,
United States). One o of the dertvatised serum sumple with 15
wa injocted it 3 DE-SMS capillery GC colemn (Mm
025mm x 25pm) wing bellum @ & ame go @ 8
contaat g fSow of 10 miimin The miector Semperature was
st 10 250°C and the spht ratio 10 110, The teroperatare gradiont
program sarted ot 60°C, was held for | mim, follosend by o
sabsoquent iacrease in Semperatine to J20'C st 2 rase of 10°C/
min. The GC-MS wanfer lise, flamett source and the
quadnpole temperatery were it to 280, 130, and 190°C,
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respectively, The dectron Jommation seurce was st 10 70 ¢V, aad
e mum spectrometer was opersied in the full scan mode,
spplytng 3 mass rasge from m/e 50 to 600 ot & scan rate of
1L sands

Untargeted GC-MS data analysis

The deconvolution asd idertfication were performed usng
Mass Mumter Quantitative  Unknowss  Asalyss  softwaee
(BO7.00, Aglest), algnument with Mass Profler Professional
software (vordom 130, Aglert) and peak integration using
Mass Humter Quassitative Asalysis software (version B.07.00,
Apleat). The derafication was performed maisly huoed oo the
acurate mass sad product ben spectrum manching agaiast
in-house bbracy of 100 ssthentc wandards a0 well as Fichn's
wnd NIST 14 ldracies. Prior 10 the staistionl anadysis, clinical
uample ares were sotmalised by IS sbendance in osder o
minimbse the respomse  warabdiy coming  from the
mutrument. Finally, dats were Sterad based om the cocfficient
of sigrad variation (CV) 1a QC samples, coneidering valoes ower
han MM as scceptable.

In order 0 perform Be difforernsal analyis of the
mctabolseics  data, the wariables were then flered =
proposed by Codien o ol 20151 Mising values weve
replaced by homessss nearest neighbout (Aouiige o ol
W15 weng e m-bowse bulk wripts for MATIAN
7.10 R20M0w (MathWorks Inc. Nathch, MA. Unitod Sues)).

Sample collection

Far the first step of optimezation, plasrms and serum samples
were coliected from the same individaals. For plasa samples,
blood was  cellxtal o S-Menowerte  KMDTA b
(SARSTREDT, Germany) and plasma was obtained  after
centrfugstion o 15400 3 g foe 10min &t £'C For serem
samphes, blood was collectod 10 - Mooovere Tebes comalning
chot activater and lubes were sterod i the vertical position at KT
for 40 min %o sllow e formation of 3 chot. Afierwards, sabes
were centrifuged 4 hotsoatal retor (swisgwut hesd) foe
10min at 1300 x g & RT. Afer cmtrfugation, sorum or
pleuns fraction was trsasierred 10 Eppendert tubes and stored
# -80C wntil the duy of analyvie AD fhe procedurn were
wpproved by e Locdl Etdos Commines of the Medial
University of Bidystok (Permit No R-1-0001932019). All
doson sgned informed consent.

Fee this experiment, 24 indivadush with T2DM sad 18 with
prodiabeses were seleciod from the 1000PLUS cohort, gathered
Betwoos 2014 and 2017 by the Depurtment of Endoecrimalogy,
Dabetology and Insernal Medicine. Medical University of
Baalystoh, Poland (Malisewiba o ol 2009). Ethical spproval
for the wtudy was obtamed from the local Fehics Commitier 2t

Frovvies Mot Boscwror
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the Medical University of Bladyviok, Poland (R-]-002/29%¢
0082009, R-1-000/35/2014, and APKO02239.2022) The
proseace of TIDM based on the dysglycermis disgnosic
crteria of the Dabetes Poland was confirmal or eschaded
uing ghacose comcentration messurements during an oral
Pocose tolemnce test (OGTT) at 0 sadior 120 min
(Drabeteldogy, J00K). Talsde | M&md&
range of the snthropomweric meassremmts snd biochemical
patametens. Prosestod povadue war calcelated using e
Mann-Whaney Litest

of 75 MOM measorements

1n cader to identify the optimal conditions the following
criveria were taken into acceant 1) eepeatability, 2} the peak
imensities of individusl metabolites 3) the totsl imenwty (T1)
of all ovevabolites. Famally, reproducidlity and ssablity were
determined. We used the relstive standard deviation (RSD)
(MM‘ an the uw deviation){mean) x 100]) of
b Soe evah of the coasitescy of
metabolites  measseement wing » GC-MS platform, A
commonly accepled macioem tolerasce of BSD for

GC-MS = metabolomscs wodies B 0% (Noek o ol
20010 The stability. repeatabiliy ssd Muy of
the amalyss of 75 MDMs d by

mm.mu*wmromu
repeatabibty, 30 replicates (n » 30) of human plasma and
serum were analysed waing optimal parametens. To test the
reproducibility, 10 guality control samples (n = 10) (plasma
or serwm samples) were analysed over three batches (s « 3)
within the scope of 2 bislogical study, Le., realutic conditions
(ovpplemeniary Table 523 To test the stability. the plasma or
scrum samgles were re-injected afier K 24, 3, and &%
Supplementary Talle §1),

Statistical analysis

To schect sanistically signidcan metadolites between the
Prefhab and T2DM grosps mudtivarate satuticon wing ==
oethogomal  projections 1o et stractuses  Jiscristinest
anadyshe  (OPLS-DA) wan  wed  Suestically  wignificast
metabolites were chosen bused o0 the preductive loading value
[p teoer)] and vartsble importance in the projection (VII) vale.
Vabdation of the OPLS-DA medds was performed by
croms-validation usng e leave 1)) out approack o decribed
pretoudy (Cbwromds of w1 2012) Multivarine statitis was
performed in SIMCA <P » 13,030 (Utnetrics, Ussca, Sweden)
For stathacally sgniScant metabolines, the receiver ojwrating
aracerisic (ROCO) amalpnis was conduited i
MetaboAnalys 50

114



Migean ot w0

TARE £ Cn o Ve ihaded g ot rengel
Clinical paraseters PreDish N « 18
Ag (e o (-2
Prevede Mebe L

gl HLSS (e 0}
Putmg Ponnse 3w |mgiid) L RIS
[ — 134 (73- 190

D L\l 136 731900

AL N 1 O0Am

LI dhdesnd (g ) [CNTP T
Tonad cholonared jmgdl | (LIRIRE S 2

PR drboned (gt} "o
Toghyvorde Jmgidl) 167 (0-22%
MOMA AN (28 12
MIONA-S 1200 TLO0-J1000

33 1100 vais 2022 WXT2

TIDM N = 14 Povalee
S 0 tie
wn

251 - ) o
131 (0T sonin
2 (1w 2i9) Ao
(LR RN T T
A1 (5370 aoes?
VAR 104300 e e
703 0300 oy
N Oy L
1243 (442301 s
439 (1 1e- 00w “n

$3.00 (1908277 M0 LM

MO B

ELREL Y

DAEL Sy o i 1R, g g

b drasity Ny

gt demnay by
N 4t ahd s vt b **ml“*mhhm‘*'*hhddm o an (hn

Mane Wikt ©tewts Proloud wonte widh prediabuie. [IUM b wad Y00

Results
Optimization step

Tnvitially, basedd oo the Tneratiwe seview (Lin o ol 2017, Ovy
ot al, 2007 Maztim ot o, 201% Viscosts ot al, 200% Waa o ol
20005 Gopda sondd Caliarvn, 20015 Tan o1 ol 2001) snd information
provided tn HMDB (vwoww Sondi e, accom on 20% April 2022) we
prepared a desabase of MDMs and metabolnes svolved in
puthways impacted by GM (Supplescmnay Table 510 Thes,
we performed GU-AS amalyses of pooled plasma or serem
amples 0 check which MDMs are proent in these two
matrces. As & vesalt we observed 335 and M8 raw peaks In
plums and serum, ropectvedy. Afler dals  peetrestment
(deconvolution, algnment, data noemalizamon and Sltening),
102 entities were obtained for both mutrices, &5 mctabolites
coudd be Mentified taking ineo acoount several derivatives foom
one metbolie for some AAs and CARBa Feully, we chose
75 MDMs, reprosenting difforent ssalytical clases, with RSD
Debow 3% in both plawnas and serum samples (oot
Tabls 51},

Selection of extraction solvent

To sedect the best solvent for proteln preopitation asd
cxtraction of plasma and wrum samples, Sour waddy used
mixtures of solverin AN oPropd 20 (wviwy 332) MeOR D
HXO (vv. 21k MOHboPropH O (vivwe 332), McOH:
PO (vws 11) (heretnafior refersed 10 as soltvests) and ACN
alome wetre tested. 1o the Fpares |, 2 we present repeatability asd
mtenwity  (A-plaama,  Bowrum)  obtained  for  MIDMa

Frovme=s m Mot Bosewrscor

theaveresterd afier the cxtraction with frve combinations of
wohvats = both matrces. MeOH MO mntsre (vvi %1} and
MeOHmePropH O matere (view, 33:2) were selectod s the
bowt extraction sobvents Sor both types of samples. The tenuty
of the sgnals (e Bese two solvents were compurable but the
extraction usng MeOMHAO mature (v %1) had better
repestadiley, and for this remon this solvest was chosen for
the sext wiep of optenitzation. In plasss wmples extracied with
MeOHH,0 mistuee (v, #1521 MDMs had RSD bedow 20%
and 51 bedow 10 Hosrver, the HSD of 40 and 23 of all dctectod
MDMs in serem were i the range of 0.5%-55% and 10 1%
197%, respectively. Additionally, the metabolic signals from
ACN, MeOH ssaProp 0 (vivw: 332) sed MeOHEIOM (v,
1:1) in both matrces had o wider range of RSD and s leger
mwmier of MDMs in the RSD range of 30%-40% and ahove 40%
thas Sose obtainad with other extraction solvents

In the next stop, we compared the impect of difleront
concentrstions and volusses of MeOx on the detivatisation
rocem (e Dpoe ) Fee MeOx, 3 wletom  of
O methoryaumine HO is pyridine wam enployal. Fiot. we
comgured sz commealy owd  coocemtrations of
O-methosyamine HO @ pyidine (15, 20, 25 30, 35, and
40 mg'el, m the volame of 10 for both matrices, adputed
10 120 )& with heprane conmaining IS2), In plasma sargles, the
intenaity of the mapority of detected metsbolites (46 froen 75)
incremsed with the devited concentration of O methoxywmine
HQ = pyndise up 5o %0 mg/ml, v some cxorption for AAs
(alanime (Ala), sobucine (holeu), serine. methionne (Met),
cpscine (Oys), mpargine, ghitamine (Glu) and tyrosine). The
intenmty of this metabelites decroasad whes the concentranon of
O-mcthoxyamine HCl was higher thas 0 mg'sl In serum
wamples we obwrvad the highewt mtemity 3t the MeOx
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seagest concentration of M mgiml, higher contentratioss

hed in wemilar y of mesabolites wih exception for
crestinine (Cre) and AAs (Als, phenylalanize, Met asd
Brconioe (Thre). The imensey of Sese AAs Socrvased when
e oo hon of MeOs in 1. T1of testied MDMs wan the
Nighest at e concentration of 30 mg/rmd in serum samples. In
plavma sasples, the concentranon of 25 myg/ml yidkds shghtly
Bigher T1 of MENMs than 30 mg'mi but for the optimasatice, we
have chescn  universal  comcemration of Moagied  of
O-muthoxy HC = pyndine for two towted muat For

peaks ares mcreaved with the larger volume of Tested reagent
(Figare 1), We obwerved the highest T1 for )Oml 50l for

serum and i vely. The beut rep y (520%
otun)l«m-pmdamwumummmm
the vulasmie of 30 4 of the O-ssethoxyessine HC is pyvid

in both tested ma In pl ples, the median RSD
was mech higher foe 10 and 20 pl as compared 10 other values
(325% foe 10pl, 292% for 20l aad 10.0%-126% for
3050 gl). In serum samples, the madian RSDs for all tessed

} were in the range of $.0%-11,1% Addioaally, it was

chosen MeOX concentrasion the lowest medun RSDs of 9.2%
md S4N (ol 1) war mdcated for plasms and scrum,
respectively. For the selecied comcentrations, RSD below 20%
wias found for 53 plarmas and 71 serem mesabolites
Subsequently, we tested five different MeOx volumes
(10, 20 pl, 305, 4044, and 50 ul, oll at 30 mg McOx per
mb pyridine concentration) (se 00 1) with the same
velumse of reagent for SIL (MSTFA with 1% TMCS),
adjursed to 120 1 with heptane contaiming 152 The T1 of

Frovwse=y » Mocuer Boscerworm

odserved that fysae (Lyy) and ascorbic scid were not detected
whilc sxing the velume of 10 and 20 ul MeOx in both matrices,
whide 5-hydrexy - L-trypeophan was only detected in plasma
sategles, regandiens the volusse of MeOs. Due to the fact that
regeoducitdlity for volumes of 30 and 40l In serum was
sizsilar (RSDs for 68 2ad 65 metabolites £20% (RSD); meodien
RSD 7.9 and 7.0%, respectively), 1he T3 of all MDMs wan the
highest Sor 30 . for the mext siep of the optenization we
chesen this volume of MeOx for both matrices.

Ferveerin vy
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Inn the noxt wep wr compured the offect of different condituns,
Le e and sempenstire for MeOs poocess. We tennd foor
comton programe: MW mis o X7C (PI) th & 20°C (F2), 16 h
& KT (PN and 1 h & T0C followed by 365 at KT (M) Obtasned
rovdts are proentied in Tablo 4, 5 Repestabiny foe oll metabolties
was simidar for dll testod comdirions in plasma samples, the RSDy for
moee s 70 MDM:s were below 20%, while medun RSD varied
foorn 4.3 00 7% I serum sarmplios, wie observed mone difierences in
RSD valoes fov testied conditions. The medun RSDs were i the
range from 94 to 109N for o teded prograse. The RSD valons
wese above 20N for toee Ban 3 MDMs whes the sevedts foe ol
eted programs were compand with an @cgption for Me(lx
provess condecied for he peogram P3. The RSDs valoes were
shove M% for 10 metsbobites and the moduse RSD for thin
condition wan the lowest (YA%). We sbnerved diferences i e
srisermition of the metabolites tn sotied mmatrices. The bighet smienuity
o the maority of devocsed MDM» (53 from 75) was observed when
progeas '3 was wsed in both muatrico, the roult cbtaised for
progrem P2 were sandlar In plasma samples, the lowest imenaity
wits chwerved for mece than 50 MDA, wherens s serum sanples
for 44 MIMy, when the program I was ssnd In the cane of valine

Frovvse=s m Momcuier Bosewrscor

(Vi) and beucine (Lew) dormatiation, two cheomatographic podka
were obwerved s plasma, namdy Vol ITMS and Vil JTMS, Lew
TTMS, and? TMS The pesk stes of mentioned mctaboliies were
foumd 10 ncrvase with booger reaction time Samudarly, dervatisation
of gycoe (Gly) v cmfemed by the peomce of two
chromategraphic peaks (Gly JTMS and FTMS) Ba s case, the
pesk soek of Gly ITMS wan clevatnd with the incresing reiction
i and termperatire from 57°C, 30 men o T0°C Lh and firally
TUC Ik, 16 h (KT Howeves, i case of acctoncetate, which was
confrmed by the prosence of acotoacctate ITMS sad STMS the
internaty of STMS derivative decreased with beger rosction tise 1s
werums samples we obsorved the same relation for Ads (Vi oo,
peodoe. Lp) and two CAREs, Lo munnose sod ghaoose. The
isternty of the STMS derivative of thow inctabolites cresiod
when sonpenatire and tane Baesel. We sl chwerved tha
duccharide were incompletely  methoumasted 2 3°C for
30 min (P11 s we notioed significant peak brosdening cased by
it peaks, which wess oot cbnervnd &t 70C

Ax the last optimiaation parsmenr, we tested the Impact of
Afferere incubution letsperateres end lisse of SIL peocen. Our
firnt cbeorvason (based on 1 igeas ) e thae the 11 of 3l teted
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mietadodines wus Migher in serum than (n plassa, wheseas when we
compaced the TI of MDMs in difcrent condisoms for both
mutrioes, we observed that the T1 wan the highest for program
WC foe 60 min, sd e T wan comparable for the jrogram
performed st 37°C for 60 sin. 1n serem ssmples, the medin KSD
ws the highot (J0.2%) when 37C 2t 80 min program was used,
the loserst median RSD (57%) was achieond when 707C foe 60 min
program was tested. Addiionally, this prograss was (iverabie foe
Ads md ompn sckds (Ongha) for which repestablity of
indvidud metsbolies wai the lowest. Accoeding o the rewlts
obtainad Sor plasma samples we observed that & mndian 55D were

Frovve=s m Moo Boscervor

simidar for all programs (4.9%5.4%). Dertvatisation of carbonylc
scads, sexch s pyrenic, ghyceric s well o Ixctic acid peoconded
signicanty bemer when 37C for 30 min peogrem was wsad,
whereas derivatiiation of the muajority of AAs and FAs
peoconded siguficantly better whem 70°C for 60 men progeam
v wol Addtionslly, st this conditons we did not obwerved
the o chrommatographic pesks for Ala and Val in both matrices,
what proves that derivetinaion wes complete. Finally, due w0 the
B3c1 Bt comparable madun RSDs wne obtained for 81, at 70C
for 1A foe both muatrices (SI% and 5% for pluess and serum,

repectvedy), we chose this program for the GO-MS analyss.
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MCL i pyrichng G4) Basas on the repestatdey of 75 MDMy
detected in Both types of samphan, i the table s presented rurmber
of MDAy with RSD for plasmalierum 130% - 30% and abowe 30K
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Repeatability, reproducibility and stabitity
of microbiota-dependent metabolites
measurements

lacludimg 4 5 of eqeilibrium, the analyvis of 50 replicates
basted about 355 which s importam as some of AAs wre
unstalde after 36 A s plevma samples, 1he repestabality test
showed 3 median RSD of 124% ranging frem J,5% (lactic
acd) w NTI% omithise (Om). In serwm samples, the
repeatabibey test Bowed & median RSD from 4% (Thre)
0o above 50% (Sor 5+ hydroay- L-tryptophan, O and sspartic
ackd) In plasms samples, miter-batch median RSD acrom
Bave butches wan 23.5%. wherens (0 serem  wamples,
mter-batch modias RSD acrom three batches was 25.0%
(Sapplementary Tadle 52 Our method showed & good
repeatabilty  for  compounds  fom  differemt  classes,
mclodng AAs. CARD and OugAs. The repestability over a
long sequesce (more than 50 injections 21 ence) was = an
accrptable range.

Obexned resddts showed that e muority of metaboliies
wre sable even 45 h after the derivatintion with the modan
RSDs rargge between 35% and 128% in plawns and 66%-9.4%
n serum. We abserved et gheamine and beruoks ackd wore

33 LI vcis 2022 V0T

slready wnatable after $h However, soone of MDMy were
chserved an usstible wher 36N eg. w0 AAs and FAs s
plassss and four AAs I scrum ssmples Supplomertan
Talde 83\

Comparison results for both matrices

When we took inlo sccoust intensity of indevideal
metabalites (Supplementary Table S1), we observed that
the imensities of 30 MDMs tested in our sudy were al 4
wimilas level i plavma and serum. For seme metabolites we
observed betier reprodacibility for plasma samples (sce
Supplementary Table 52) Ooe thid of meawured
metabelites had o Ngher intensay in plasma samgles (eg.
AAx Gle, Orn, Cre, GA, asd glycse), whereas, the intenalty
of 22 metabolines wis Righer in serum samples maindy AAs
(g, Met, anpartic acid and Cyal. The 10tal mtemity of o
tested metabolites was the higher in serum  samples
(Tigees 3),

Analysis of the clinical samples

Baved on the above mentioned revelts, both matrices were
veitaNe for the analysis of MDMs, bet the ebserved intensity
of most MDMs was relatively higher in sorum samples. Dee
10 this fact, we chose serum samples for ferther analysis.
After data p xing, 324 bolic sigrals were detocted.
Signal groupiog and fivering processes tendered « total of
275 metabolines from which a group of 98 mctabolites could
be identified taking inso account several derivatives from one
metabolite for wme AAr and CARBa. KSD value for
59 metabobites was below 3% (80 MDMs| In the QC
scrum  umples. Te fad  metsbolter  discriminating
the walled groups, OPLS-DA modd was bullt and
presented in Figure 4, additiosally PCA  plot was
presented i e 5

Our experament revelad chasges in 18 MDMa. Thew
mwtabolites are matnly AAs, FAx aad CARBs (150 4) B

TABLL & Compermen of $iferert MeCr comiinrs besed an (he sepesistlity of T3 MOMs detaxtedl v Both Lypes of tempien n e tabde Wit
presected ravime of MOMy wth LD bor plovma‘serees < 10% - 30N arel sbeve 300

RSD (%) ATC, 30 min (P1) NG Lh P2 16k RT (PY) 1h20C 16h KT (P4)
Number of MDMs (plasssa/sersm)

EA L) Ve wo e L)

R L) wu vis s
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TABLE § Compur o A - 2. Batad oh thee regudtabiad sy ol 25 MOML Senan Tae] 31 Bath Dygms of armgdet o 11 Talite wid brwieviiond
amiher of MOMy with RED for plasma/ienem (1005~ 30% and abuawe 0%
RSD (%) (Plasma'serum) ITC N min ITC, 0 min G, M min F0C, 60 min
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the OFLS-DA wore plots, the FreDab growp and T2DM
group were ducriminatod from esch other with the model
values of R L, = 0912 sad QL » 0803, A crom-valadation
resuhs wiisg the “leave 113 om” approach showed that exchuded
amplen were casifiod coreactly in $95% ¢ 52% Amony the
statiticaly signidicam metaboloes, aipha-ydrosybstyrk sad
(a-HBA) (FC = 1.24), Lew (FC = 1.23), Gla (FC = L&N),
wryptophan (Trp) (FC « 1.96), Cyv (207) and stearkc aad
(SA} (FC = 1Y) were iscremied, while Cre (FC = 0.7),
Putamic s (GA) (FC « 065) sad (Own) (FC « 085
decreasad in T2DM compared 10 peodiabetic patients.

Provesey ;Mo s Beosc o 0

Finally, in coder to evalsate 3 polential of wigrificant
metabolites 10 serve @ Nomarkens  sdiating  TIDM
development in predisbetic paticsts, a mudthvanate recetver
operating chanscterbstic (ROC) curves were odtained. ROC

dysis Sased en mpport vector muackine (SYM) modedng
war emploved 1o perform the automwtkc seection of the best
mxtaboltics combination. ROC curves were comitructed for the
sdected 14 MDMs (1 gare 20) using the relative metabolie
wenterts of the experimental groepa. Foe seven MDMs (0ut of
14) showing the best Sacriminasocy powes (1o 400 isdividuad
ROC curves were besht (g 0)
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Optimization of the sample preparation
step

Recernt wadben have Indicated that GM are amockted with
varons mctabolic dsemses (Tonawe o ol 20000 Mot sdies
waod focd ample . Soy can dwectly reflect the haman GM
composgion (Mosah @l JEYL However, an inoseasing
susder of stabes (Voo o ol 019 have revealed St
dthough the ecestration of GM eedisad  mesibolites I
circolaton  fir lower than St 0 fcm, Boe metsboltes play
o mportat rode m modelnng metabollsm. Therefore, & b
cncstid o dewebop 3 comprebenave and dfficent methad for
sodviing MDMs in biofusd samples. Based o0 the Inerature
soview, & wan notiod thee sceversl proteceds for e Bloflud
ample propanstion for metabolomics stady based on GO-MS
ave described (Dvegen 01 ol 201 Pl 20005 Liw ot o, 200
Cug ot al, 2007 He o al, 200 1; Racshonenia ot ol 2001 ) dfering i

Frovvie=s » Mol o erwor

hone the most froquontly used sbvonts and varisbles ot the
derivathation age. thes we optimssad them in the context of
the MDMs In two matrioe.

Selection of extraction solvents

Solverss ase kawrwn 10 be one of he prismury facors that affect
the number, type, snd sbundesce of mdogmon metsboltn
detectod i biotogioad sumplies (11 o1 ol 20210 The most widely
wed p ol foe ghobal mmetabol # prosein porcipitation with
solvent wing & ploma/serums-20-sodvers ratke of 1-3 or 4. Cold
sobvent is addod to munsnte $he extent of engyratic conversion of
mwtabolioes and 50 Umgeove prosen peecipitation (Sonies o ol
20100 Thesclore, in the St step of thes staady, we scooened the effect
of fve sobost varnts, widdy wed la GO-MS-based
metsbolorricn. To the best of owr knowledge, studics conparieg
this type of wivere mis aov il backang Sesdon o L (000

Serveenin evp
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compured scven dfferent extraction sobvests but for 1C- MS- busad
menbolomis.  Estracson  wsing MeOHBON, and MeOH
dencostrated he bor repeatadility in Compurson o ol other
mehods mpedos S LC-MS mahod employed s oo eady,
we abo cbwerved the best sesalts Sor MeOH bt with the addinion of
H0 212 ratio of %1, ks the peevicus study peoseniad by e o o
L5y o ol 2005, the wse of MeOH L0 mixture [viv 81)
m GO-MS-baa! metsbolormics srulyus of plavns sengples
provided opoimal resuls in v of comploteness, eficency, and
seproducibdity of cdtraction in compariscn 1o ether tetod wiverts
(IO, ACN, acrene, chlorolorml, which s consdent with oor
findings. According %o Can Eylan and comorkers (Ll @ ol

220 who studied the effect of frve dfforont wlvests (acotene,
ACN, BrXOH, MeOH, sad HoO), the sddition of vater is the McOH
extraction bad a postivy effect oo he extraction of polar metabolites,

sesclting In higher pesk e
Optimization of methoxymation and
silylation conditions

Dasedd on the literature revies (Voo o wl 2017 Mivagess

wnd Barrba, 2019%; Fratache Cusersber o2 al, M121), 18 wess obuerved
that many facters at boch stages (MeCOre and SIL) contribete o
e reaction spord and comphtenos of derivatistion reaction
which may directly Imgact the repeatability and repeodacibilny
of sample salpes. Due 10 the degradation of ssetabobie, it &
diffcuk %o cbtais good repeanblity durieg the tuich
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dertvatisation, @ the Gme  Bbetwoon  completing  the
derrvatiation procem and GO saalyus &ffer from ample 10
saennple (Morragama wndd Nasbia, 20190, Despite this fact, several
stiempts (Meoos ot al, 2017 Mipagoees sd Bambe, JOI%
Fritche Gosnther or al, 200100 have been madie % mnpeove
wmple prepantion peescedure for GC-MS metabolomics. In
the reseanch presested by Frische-Guarser and coworkers
(Frtsche Guenther @ ol 221), &fferemt  derivatisation
wodtions were taken into accoent during eptimization of the
protocel foe fully sutcenated sad effectve prolois peocipatation
and excraction of 42 metaboltes from plasma, serum and liver
saenples. 1t knows that resdts for meaausl snd felly sutcensted
mwthods difers, as presested by Zacane ot ol (20100 In other
wadics, rescarchers (Monm e ol 2017 Mivagews snd Barsba
J00% Erlom or ol 2020) obwerved defforences In rowgumee and
repestadily of metabolines due 00 the change of the parametess
of both derteatisation steps, and for this peasos we optimiand
method at both stages.

In order 1o redece the nember of dermvatinabion peoducts,
MeOn -dervarisamion wis employel before TMS -derrvamsation.
Differeet MeOn  comcentration-volume  combinations  were
reported for dervatisation of Moflud samples 1In most
protocels (Moo o ol 2013 Org o al, 2007; Ger @ ol 2018
Sobcrak ot al, 2019 Mo on sk, 2000 Maspsak @ ol 20210 MeOx i
the volumse of 50-125 1 ead the conceatration of 1540 mg'=al s
added 1o dned extract. Based on the loeratioe findings (Voo
e ol 2007 Miyagews snd Rareba, 2019; Enged o0 ol 2000 e
ot ok, 2000 Fritache-Ciusmthin vt o, 2020 Me ot &, 2021), there
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s Indormation on the effect of the MeOx concentration on the
derivatisation process. The concentrations of MeOs reagent moat
froquently reported in the literature is 20 mg'ml. bs the research
prosestad by Eylem and cowothens {1l o ol 20000, 2 bigh
comdstion between the response and MeOrx conomitration was
found, but details were not shown. For optimization, authon
used the concenaration of 30 mg/ml, which s consistent with owe
study, although the volusse of MeOn wa differeor. We chose the
concentration of 30 mg'ml due 1o better ropestabilty foe both
matrices and selusvely bigh letenity for most of the wadied
metsbobtes In the sudy peewnted by Fritsche-Guenser
(Frmuche Goenther o1 ol 2000 bet 8 fully assomated
method of optimization, £ wa obwerved that the overall sreas
of metabolues decreased around 0N with  Increasing
concentration of McOx.

When we eptimized & volume of O-methosyamine 1
solution & pyridise, the volame of MSTFA wih 1% TMCS
wits o changed 5 be aqual 16 the volume of O-medoxyamine
HO solution i pyridine. Suck spproach is wod = many GC-
MS-hased meubolomics stadies o0 plama or serum samples
EMorum ot al. 20073 Manshormka @ ol 2021). On the other band,
it was shown that efficlent derrvatination sam be obtained by

Frovvse=s m Momcuier Bosewrsor

decreasing the amount of MeOx and ncreasing the amount of
S8 resgent {1who. 2100) Accoeding o Miyagawa and Bamba
(MEagrwn s B, 20000 wha presented the comparison of
the radls obtined with the oe of variow wolumo of
O-methoxyamine 1801 soduton In pyridine, and MSTFA, &
e revealod that the pesh areas of the sumber of mctabolic
dertvatives ncreased (matnly AAs) with the Increase of the
wolusse of bolk reagenis employed for the derivatination,
which o condstent with owr wedy. Tekee and cowarkers
(Bchiche o1 al, 2014) found o siosilar sosocution between the
wolume of MSTFA and the number of detected peaka

Based on the baceutare review, the degree of completion of
the both Met)x and SIL reaction depends on rraction trme and
teaperature (M sagoes wod Barte, 200%) and » dot of anestion
s been puid to this step (Mopsggens and Ramba, 200% He et al
J0I5) The monst commanly accepied MeOn condithons inchade
chber reaction = high temperatare for short Bme or low
tempensture  for  peoloaged time. On the other  haad,
iscubution  procom  provides  the comphtion of McOx
however, it could sl resah W progressive degradation of
best habile metsbolites (Bobele @ ol 2010 To maxenice

coverage of metaboltes in reproducible way, while minimizeg
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chemical sad phyvcal dogradation, compromism are inevitable.
The sl obtained wih different semperature condinoss
differed &pending oo & particulsr metabolite, and = Sermm of
different classes of metabolites same trends were sotiond. Higher
MeOx temperature is comiderad B enbance derivatuation
dfickency by inareasing solubliey of metabolbtes. Bekele and
coworkers (chole o= wl. 2004) reported Bat loag berm, bow
semperature MeOn was favorable for arganic acid and AAs, while
cither Jong termn low lemperatire of & short lerm high
semperatine MeOx was favorable for a-keto acids. Acconding
w Mipagawa snd Basba (Mipsgows snd Bauba J01%),
diaccharides were ncompletdy methosymated at X7°C for
30 min which resaliod o & signiScant pesk brosdening cased
by mealtipeaka, which was ahwo cbaerved in the prosntad study.
Shepdend et al (Vuphend @ ol 2007) reporsed that CARB
(ghcone and frucioss) were partlly methosymased &t M°C
for A5min and wecrose wis Bypdroyred 10 ghocose and
Fuctose ot 100°C when the procoo was eger than 45 min
MO vesules ot 37°C for ménumuns 60 min were beter in terms
of ghecose and realtose detection (Mipagasws s Nasbu, 2019
Sserols are ofen derivatived at 60-100°C, bt Miyagawa and
Bamlu obscrved trsaformation of Soe metabolies ot 70°C
(Vg and Bamte. 20190 Owverall, reprasabiity was hetaer
for all of the individaal cdasses when incebation prosecel was
performad & &0C for J0min. According to Paskaatt ot &
(Polbantl @ ol 200), MeOx must b performad over &
relstovely Jong penod of time (sp % 175) andior at high
temperatire 10 provide complete derivatisation. The sate o
n the study prosented by Mosharrad e al (Masbanrad o ul,
SN which MeOx (16 5) wis found 10 de the best i termn of
the mumber of metabolites, which i conststent with o findings.

Foally, we compared the conditions for the kst wep of
ample prepantion—SIL Ths & & cawical dermatiation
method omployed o inrodice 2 syl proup 20 & mebolite
by replacing active hydrogen steens (of carboayl groupn, amiso
wnd bpdroayl proups) o penerate stable, mooe volatile and lew
polar mctaboltes. Several dertatbation resgents have been
appied for the derivatisation of endogroom metaboloes. The
mcol populls reagente are MSTFA and BSTFA (N.O-Bs
(Trimedylalyl) trifucrcacetamide), with or without the
catalyst, 1N (TMCSL Moo ot ol 20070 demomtranad thet
MSTPA with 1'% TMCS was Sousd to peovide moee repeatable
results amad enabie the detection of mece dertratives cneepared o
ESTPA with 1% TMCS = pb I the peeviown study,
Ptn (20000 alo confereed that MSTFA was seperior over
BSTFA in regaed 10 e complitenest of NH wlylation of AAs ad
wmines, and for Bis reason we did not opemize SIL reagent asd
chome MSTFA with 1% TMCS for optimization of other
dervatisanon conditions

Factors like temperature and time of SIL coatribwie to the
reacon wpeed and complesmess of SIL process. Namwdy,
differences in roctabolite peak areas of vatious derivatives
were obwerved in deferent Blelopcal matrices a2 rewlt of

Provwse=s Moo Bose s

33 L0 Ancis 2022 We6T2

changing the SIL tee and temgerature (Fylom o o1 2000
The most froguesaly reported temperature and duration of SIL
foe both matrices range betwoen 30 and 70°C snd 30-120 mis
(Dwmiebsnn of o 20125 Farbin, 2070 Marns et ol 2017 Kincleva
ot al, 2001), Thesefoce, we cormpared S conditoma (57°C and
T0°C for 20 and 60 min, respectively) the most commenly used in
the metabolorics studies. Long term ead hgh temperature SIL
wan fvorable for FAs aod CARE On the ather Sand this
conditions hal neghighic offect oo Ovghs sad AAs. Tt s
Aificelt 30 adapt & unigue SIL process 3t which al fanctional
poups weuld be dertvatived because reaction kisetics differ
among fenctional reups. The sdeal somario wosdd be o SIL
of every fenctionsl growp of meudolites wis compicted at the
wloction time The conmplotion of maction wahoot sy
depnadaton effet for il menbolites remains & Aalleage. It
wat proved that metaboltes cootainng-OH, -OOOH and
ketone grougs were dervatized Shoafier the addoce of
MSTFA wheresm the derivatination of -NH2 grocps wa atill
progressing after & duy. ot which poist, other prodects begen
1o degrade (Moldoesazu and Davad, 2014),

Maltiple peaka are weally prodeced when this @p of
dertratisation is mcoenplete. AL 70C for 60 min, we did oot
observe msdtiple peaks for AAs sach as Als and Val in nesher of
mutrices, thin we assened that & SIL peocess wis completed.
Drarndosen 1 5l 12002) observed, smiarly 0 car findings, that
lorg incubution time s neodod 1o aglete & detivatisation
process.  Parthermoos, thew rowsitn smply the bng SIL
periods  (>M0min) are deeded 10 peovide  effecive
derrvatiation of dowly reacting metaboltes. Two peaks were
found Seom the TMS derivatisstion of sugan (eg. ghacose and
masnonc), which was = d to the p ly pablished
Boewature (% as Boas ot ol 20005 Zasme o1 30, 2015) Finally, we
chaowe 16 h a1 KT for methoxymation and | b 21 0C for SIL. It
war proved in e Nterature that & looger MeOx st low
lemperature = combisation with & bigh SIL tlemperature
provide & stmilar resclts 30 3 shon-sme methosimenon at &
high temperature t= comblnation with & low SIL lemperature
(kele o al, 0040, whikch b conststent with oer findings. In
previouly sepotted sedy it was foend thet McOx (16 h) ssd SIL
(1h} provide the boet rewslts | terms of the number of
mctabelites (Medusral o ol 2013)

Results of the comparison between both
tested matrices

There are meudolomios sadies showing the dtferences
between scrum and plasss ssetabolic profilles (Kalaarachoks
@l ) Depeading o0 Be type clas or partiosler
mctabolite, coc matrin can be betier Chas the other 1o
perform metsbolomics analyes. Ia peneral, serum & fawoeed
dhae 1o the slghtly higher metabolites concentration compased 1o
Pasma (Vo ot o1, 20010, which is conststent with osr evaliy
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tking into account T1 (Vigers 1), Dvprotemization of wrem
climinues the vodume fracoon of proscins and dutrbates the
sermaining wmall molecalsr woght constituents in & esaller
wolume. ths making them more concentrated. On the other
hand there are stodien confrming that the kvl of some
metaboltes are Jower In serum comgered %o EDTA plasma
Cuanrer-Dhes of ol 2017 Soddio Orotum ot ol 2021). U b
obvious Sat serum and plassa are wmilas @ e of some
characteriniis and dificrest in other, and these Alferences muay
be mportant for blo qwcimen slection and  metabolite
idestification in merbolic phenetyping sudies. Due to all the
shove-mentionnd Bactery, we have made the «ort 1o perform
comprehessive optimisation for 75 MDMs i dboth mansices. As
fr an we know, na comprehesvely optimized method,
ncheding the mmpect of most commondy used mistures of
solvents and darivatimation conditiens, for profiling of both
plauma and serum metabolines s MSTFA detivatives has been
proventad o far, The mont comiderable diforences concemn
AAs, associated with GM and TZDM development thas. the
optmiration of the methods for both matrices s crucial B baa
bern reported In previcas eptimization sedy (Moree o ol
20170, that good tepeatsbibty, parsiculirly for Ads o Efficult
10 schiove duning betch derteatisation, as the time betwavn the
completion of dervatnation reaction and GC ssalysis &ffers
fom ssmple o ssmple Opamiation of repeatable aad
repreducible meshod for the quuntification of MDMs was
oventidd becasse we spplied this mathod for the analysis of
clisical serum sasmples 0o evalaate Changes is MDMs relatod 1o
TIOM development.

Analysis of clinical samples

Many changes i it compasition have bem reponted In
TIDM paticnits and (1 was proved that GM may be 2 sgnificant
enviroamenad Gacor imvolved 0 the onset aad progression of
T2DM (Tatsene of ol 20200, Larsen of ol (2010) Jucted one of
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vomplex endogrnom metabolic phenotypes s vancas dacsses
{0y o1 ol 20000 For these semsons GC-MS was used 1o
Mentify the &fferences in serums samplos betwoen diabetic and
peedabetic subyects.

Several studies have sdicated the irflucnce of hacteriad taaa
00 liptd and FA bevels in Slood samples (Raobs wnd Garrert 2014
Org ot al, 2017) The serum FAs profile is detenmized by host
endopenous FA metabobism (Rayin snd Campon. 2000), Data
prescritod by Org and cowerkens (Ovg o1 al, 2017) showed that
{ntng serum meocumatimated and wturated FAs are strongly
asociated with an iscremed sbusdance of Blassia and Deret and
decremsed sbandance of Copro and Jpe At
can be scen in Table A we indumed satistically significest
changes in FAs (olic acid (OA) and SA) Studies swng
metabolic peofitng wepport Be impoetance of FAs In the
prodiction of T2DM cnst. M was confirmed that FA levels
were signibcanty higher i newly Sagnosed (1u o0 ol 2000
Castrn Corrvis o ol 2017) and long-term monitored patents
(5 Bor or ol 20080 wihs T2DM, whiat b (0 Line with the reselts of
oar h. Ameng all metabolites wwed for ROC szalyws, SA
exhibisad the highest AUC value (0.995) (Figae 6), A increased
concentration of scram SA plays 2 fusdamentsl role in the
developmnt of beea ol dpfuncoon sad TIDM. as this TA s
the major contribonoe to Bpotaxiity in bets cells (Vilo B
etk 20010 1t was commitent with the Sndings of Lo o ol (2010)
and Do et el (0071, wh identifiod FAS a8 the soost improriast
pathogeaic factor for mwalin reistance and TIDM.

Lipad osbdation may casse an incroase of @« HB Jeved, and we
indicatnd dlevatied Sovel (FC » 1,24) of this metabolite in T2DM
group. Iowas condemed that & high level of @ HE i comemen for
TIOM, and & wa previcusly idensfiod ai s marker and predictor
o TZOME (Call ot Wl 2010y Cabb ot ol 2016 Viagipunapo ot ol
J01% Fermannal o ol J020), o-HEA @ 3 byprodct of
a-ketobemyric acMd wynthests, & peodect of AA catabolsm
(Thre and Met) and ghuathiose ansdolivn (Cya foemation
ey} In hepatic Bmoe (o o o 2021) Trke and

ety (Trwo o of 2017) has demoretrated that a-HEA

e S wndin = bumasn comparing Be GM  between
indvideals with TID and bealty cootrols This wady
demomstrated  that the phylum Sirmbwter and the cdam
Chutridi were less abundant in e T2DM group

o the control group, wh the cha Netap b wa
moee sbundest in TIDM sebvjects and positvely corsclaal with
plavma gocose bevel. 1n the same stady (Voo o ol 20100 1
wis shown that dysbiess of GM knpucts serum metabolome and
contributer to IR Thercfore, snalpsis of swrem ssctabolome can
be poternially used for TIDM diagnosis, also in the contest of
MODMa. Based om the Bterature review we proved that a variety of
Dicdogrcal markers derecred in blofhuids by GE-MS {Car o1 ol
218 Adurwha Pettunn o o, 2% Mogk o o, 202)) are
sockted with TIDM. GC-M$-based metabolomin & 2

powerful approach foe vadylsg pathophpriclogical proceises
(acsbomda ot ol 2021), sad has bom sed to MAmitiy

Provwse=y Mottt Bose e

Jevdd increased i 1R, posetially doe to & metabolic everioad
(through BCAA and free FAs) ssd oxidative stres (by the higher
intaodiudar NADH/NAD + ratio),

GM can promote the producion sod wtiliason of AAs,
which can be abeorbed acrom the put and accumalste o the
Moo Ths, the GM cosld influence serem AA leveds (Sles 0l
2021) Peopplemernary Tabde 515 Sobyects with IR alwo exbibet
peciiferation of Prevosells coped and Bacteroides valgetns, which
cevate the ciocolating bevels of BUAAS (Lo 0 2007) AAs have
an imporsast role in mubiple pathophysislopaal processes
[Fhew o ab, 200). Disturbances in AA msetabolaes are
osely imwadved In the pathogenests of TIDM. Several AAs
includitg epecially BCAAY and aromatic AAs, have bees
down 9 be amocioed with mcreased Tek of TIOM
(Vangipurape @ ol. 2019 Limg et o, 2020). Pedetses ot ul
(2000 waggennd that mietinad microblota coudd be =

125



Mogeah ot &

important soarce of icreased levels of BCA A sad play 2 key role
n besedin resissance. In the peesented sady, 0 terms of BCAA,
differences in the lovd of Leu woe obwerved. Leu werum
undance was smstially Mighe i TIDM dan
prodisbetic patients. Our ressdts are in sccordance with the
other findings showing significast assochtion of BCAAs
(ewpecially Los) with T2DM (Lymeh and Adassa, 3014 Floves
Gonrmmmo ot al, 2008 Gur o ol 200N Nodedek, JOIN)

Bevaton of BCAAS leads 1o acournuation of carritises n
mescle, which ndoces cdatie  wes and  mitechondeal
dyfuscsan, hesedy agpravates ko seasithity (Lynch and
A, 29140 As & wan already shows (s o b 200 Mogeh
O 020, Jower leved of Cre i serum, o obwerved is owr stady,
might reflect & lower amoent of shoketal smuce thus Sower tarpet
sies foe wudin which may punially aplais the pathogeness of
T2DM awocated with lower serum Sewed of Cre. In the comparion
of Prelnad v TIOM_groep, we abso obwerved decrewsad level of this
mctabolite in TIOM grocp. Ia $ie wady proserted by Ages and
coworkens (Apn o ol 20000, beeria and feng Gapuble of
degralieg Cre hawe bom Morsifiad in the human cobon
Cormaquerdly, sccurste devermination of thew swtsbolites can be
cucetid e the carly Sagoonts of TXDM

Provioos sadbes have vagpested that several mtaboltes of e
Kymuremine pathrwary are dubetogenic 1 brarsarn, which & drectly e
mdpactly controlled by microblets (Onending, 20100 Kymsmine
patiway, lvubsal in Trp mctabulisen, wan previously reponad o
being upropdased 1 T2OM. Prayme sopossible for comverdon of
Tep 0 kynererine has boen sbows 10 be segulatad by micrbiots
A o w2000 o o staady, wre obaerved tatistcally signaficant
chunges 10 an essermial AA-Trp (FC = 1.96) in peadisbetic paticrns
n comparson o TIOM Trp & abo 2 peecuswoe for sevotonin
synthess in the g moooss (hndone ot al. 2006 Gas o o, 2000
Isterestingly, in cur stady, we obwerwad devated lowel of werotine,
sockied with the inxreased risk of T2OM which s consisent with
provious Badings (Valut o &, 209

Org and cowoekiers {Org o1 4!, 201 7) showed the consestion
between GM and (B leweh. Higher Gls levels & plasma were
signficandy amocated with Nigher hacterial abandance such
Clutridales. Several species  from  endanified  Chatrifeles
poutively comdlated wih gutamine concentrations. It was
sevealed that Gle asd GA are selined 90 T2DM. 1n Pocells,
gutarsine s transporsed by blood and sccurmulated n placss,
hen fardher comverted to GA (Jesstnd annd Ohaunthry, 20133
Cheng et al. reported that plasss Glu, glutamate, aad the Glu!
Putamate mthe were strosgly ssocuted wah IR GA
concentration s alo oec of the most important mdicaton of
diabetic retinapathy (Cheng o ol 20020

To evahuste the uslty of wgndficant metsbolites as potental
TROM bomarkers, ROC ourve andyses were perfoemed {1 e 1)
The AUC of the combination of five AAs a0d two FAs rewalad the
mont poserrial capabaley to discrimisate hetwoen pradiahutics and
T2DM puticrts. This combination tight scrve ko & potential TXIOM
méicator 3 & provides mproved specficity companed %o dngle

Frovves Moo Bosewror

33 1100 vcis 2022 We0T2

Conclusion

In the prosersed sady, we Socusd on the compernon of

MeOx follownd by SH. We ssalysal two toatrices (seruss and
Pasma) in e content of 75 MM, The comprobenive evalsation
of the resals sevealod that sassple prepuration with methasal with
the addmon of vater providad the most sable sigrale for MDMC

spoed aad completmen of Bis procow.

1t s ingrortant to have & repeatable and eepeoducitie method
for the determination of MDMs in Mood related sarmples, o it
an be wsed to wady e sole of wach 3 meubolites In the

scleciod & & pasel of potennial biomarkers, able 1o distinguish
betwoes patients with T2DM and predobetes. As our ndings
were dertved feoen o nnall group, funure valdation of these resalts
in 2 large-acale cobort dudy 4 nooded.
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10. Streszczenie

Cukrzyce typu 2 (z ang. type 2 diabetes mellitus, T2DM) uwaza si¢ za jedna
z najgrozniejszych chordb cywilizacyjnych XXI wieku. W poczatkowym etapie choroba
ta zwykle przebiega bezobjawowo, przez co jej wczesne wykrywanie jest utrudnione.
Przewlekta hiperglikemia prowadzi do wielu mikro— i makronaczyniowych powiklan,
ktore moga przyczynia¢ si¢ do wielonarzadowych uszkodzen. Ze wzgledu na ciagly wzrost
liczby o0s6b z T2DM, =zasadne jest poszukiwanie nowych rozwigzan pozwalajacych
na zrozumienie mechanizmoéw odpowiedzialnych za powstawanie tej choroby. W ostatnim
czasie duzo uwagi poswieca si¢ badaniom metabolomicznym, ktore wykorzystuje si¢ miedzy
innymi do badania wptywu réznych czunnikéw odpowiedzialnych za rozwdj T2DM.

Znaczaca role w etiologii tej choroby odgrywa mikrobiom jelitowy. Jest
on odpowiedzialny m.in. za przemiany zwiazkow drobnoczasteczkowych, okre§lanych mianem
metabolitow zaleznych od mikrobiomu (z ang. microbiota dependent metabolites, MDMs),
ktore mogg rowniez przenika¢ do krwiobiegu. Inne czynniki ryzyka rozwoju T2DM, takie jak
niewlasciwa dieta, siedzacy tryb zycia oraz polimorfizmy genetyczne (np.: w genie PROX 1,
z ang. Prospero Homeobox 1) takze moga powodowa¢ zmiany w poziomie MDMSs. Dlatego tez
oznaczanie tego typu zwiazkow u pacjentow z grupy ryzyka moze przyczyni¢ si¢ do wskazania
panelu metabolitow biorgcych udziat w procesach biochemicznych prowadzacych do rozwoju
T2DM. Chromatografia gazowa potaczona ze spektrometria mas (GC-MS) jest czgsto
wykorzystywana w badaniach metabolomicznych nad T2DM. Technika ta zyskala duza
popularno$¢ m.in. ze wzgledu na mozliwo$¢ jednoczesnej analizy wielu MDMs, nalezacych
do roznych klas. Jednak oznaczanie jak najszerszego spektrum MDMs w probkach krwi
wymaga optymalizacji protokolu przygotowania probek. Jest to szczegdlnie wazne
w przypadku analiz przy uzyciu GC-MS, gdyz w przypadku wielu metabolitow konieczna jest
ich derywatyzacja przed oznaczaniem tg technika.

Glownym celem badan byto poszukiwanie metabolitow zwigzanych z florg jelitowa,
wskazujacych na ryzyko rozwoju T2DM. Aby zrealizowa¢ cel glowny, wyznaczono
nastepujace cele posrednie: i) opracowanie metody przygotowania probek osocza/surowicy
do analiz przy uzyciu GC-MS pozwalajacej na jak najlepszy pomiar wybranych MDMs,
ii) aplikacja opracowanej metody GC—MS do analizy probek klinicznych celem wskazania
réznic w profilu metabolitow surowicy pomigdzy pacjentami ze stanem przedcukrzycowym,
a pacjentami ze zdiagnozowang T2DM, iii) wykorzystanie techniki GC-MS do okreslenia

popositkowych (positek wysokoweglowodanowy (WW) i normoweglowodanowy (NW))
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zmian w profilu metabolitow osocza zdrowych mezczyzn w zalezno$ci od obecnos$ci
polimorfizmu w genie PROX1.

W celu osiagniecia zalozen pracy naukowej i zweryfikowania postawionych hipotez
badawczych, przeprowadzono badania naukowe na archiwalnym materiale biologicznym
(probki surowicy oraz osocza) zgromadzonym od ochotnikow rasy kaukaskiej podczas
realizacji projektu pt. ,,Rola czynnikow behawioralnych, antropometrycznych i molekularnych
w rozwoju cukrzycy typu 2 — projekt 1000PLUS”. Do badan wykorzystano material pobrany
od 42 pacjentow w stanie przedcukrzycowym (53.0£9.1 lat). Po 5 latach obserwacji u 24
pacjentow rozwingta si¢ T2DM, natomiast 18 pacjentow pozostalo w stanie
przedcukrzycowym). Dodatkowo wykorzystano materiat zebrany od 18 zdrowych mezczyzn
(35.5+£8.0 lat) wsrod ktorych 12 charakteryzowato si¢ genotypem ryzyka rozwoju T2DM
w genie PROXI1, a 6 miato genotyp ochronny. W obu badaniach osoby w poréwnywanych
grupach byly dopasowane pod wzgledem parametrow klinicznych i antropometrycznych.
Do opracowania metody przygotowania probek wykorzystano krew od zdrowych 0sob.

Na podstawie dokonanego przegladu literatury stwierdzono, ze rozwojowi T2DM
towarzysza zmiany w poziomie metabolitow zwigzanych z flora jelitowa. Metabolity te to
glownie weglowodany, aminokwasy oraz kwasy ttuszczowe. Podczas optymalizacji metody
przygotowania probek osocza/surowicy do oznaczen MDMs technika GC-MS okazalo sig,
ze najlepsze rezultaty uzyskuje si¢ przy przygotowaniu probek za pomocg metanolu
z dodatkiem wody. Ponadto wykazano, ze objetos¢ 1 stezenie odczynnika do metoksymacji
maja najwigkszy wptyw na powtarzalno$¢ i intensywno$¢ oznaczanych metabolitow, podczas
gdy warunki procesu derywatyzacji w najwigkszym stopniu wptywaja na kompletnos¢ tego
procesu. Opracowana metoda pozwala na powtarzalny pomiar w prébkach osocza lub surowicy
75 metabolitow zwigzanych z florg jelitowa. Na podstawie analizy probek klinicznych
wykazano réznice w profilu metabolitoéw zwigzanych z florg jelitowa pomiedzy osobami ze
stanem przedcukrzycowym oraz ze zdiagnozowang T2DM. Dodatkowo, w oparciu o otrzymane
wyniki, wykonano analizy krzywych ROC dla wybranych zmiennych. Na ich podstawie
wskazano panel siedmiu metabolitow, ktérych pomiar w surowicy pozwala odrdzni¢ osoby
ze stanem przedcukrzycowym od o0s6b z T2DM. Oba testy prowokacyjne (WW, NW)
wywotaly zmiany w poziomie MDMs u zdrowych os6b majacych predyspozycje genetyczne
do rozwoju T2DM w genie PROX1, kt6rych nie odnotowano u 0s6b z genotypem ochronnym.
Roéznice w odpowiedzi popositkowej moga by¢ zrodlem wezesnych zaburzen metabolicznych,
takze w poziomie metabolitow zwigzanych z GM, ktére moga by¢ powigzane z przysztym

rozwojem T2DM.
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11.Summary

Type 2 diabetes mellitus (T2DM) is considered one of the most dangerous civilization
diseases of the 21st century. Often in the initial stage, this disease is asymptomatic, making it
early detection challenging. Chronic hyperglycemia leads to various micro— and macrovascular
complications that may contribute to multi-organ damage. Due to the continuous increase in
the number of people with T2DM, it is reasonable to search for new solutions to understand the
mechanisms responsible for the development of this disease. Recently, much attention has been
paid to metabolomic studies, which are used, among others, to study the impact of various

factors responsible for the development of T2DM.

The intestinal microbiome plays a significant role in the etiology of T2DM. It is responsible,
among others, for transforming many small molecule compounds, known as microbiota-
dependent metabolites (MDMs), which can also penetrate the bloodstream. Other risk factors
for T2DM development, such as unhealthy diet, sedentary lifestyle, and genetic polymorphisms
(e.g. in the PROX 1 gene, Prospero Homeobox 1), may also cause changes in the level of
MDMs. Therefore, the determination of such compounds in patients at riskcan indicate the
biochemical processes leading to the development of T2DM. Gas chromatography coupled to
mass spectrometry (GC-MS) is often used in metabolomics studies on T2DM. Among other
applications, this technique has gained great popularity due to its ability to analyze many
MDMs belonging to different classes. However, determining the widest possible spectrum of
MDMs in blood samples requires optimizing the sample preparation protocol. This is
particularly important in the case of GC-MS analysis, as many metabolites require

derivatization before determination by this technique.

The main goal of my research was to search for metabolites related to gut microflora
indicating the risk of T2DM development. To achieve the primary goal, the following
intermediate objectives were set: i) the development of a serum/plasma sample preparation
method for GC-MS analysis allowing for the best measurement of selected MDMs, ii) the
application of the developed GC-MS method to the analysis of clinical samples to indicate
differences in serum metabolic profiles between patients with prediabetes and T2DM, iii) using
the GC-MS technique to determine postprandial (high-carbohydrate (HC) and normo-
carbohydrate (NC) meal) changes in serum metabolite profiles of healthy men depending on

the presence of the PROX1 gene single nucleotide polymorphism.
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To achieve the goals and verify the hypotheses, scientific research was conducted on
archival biological material (serum and plasma samples) collected from Caucasian volunteers
during the implementation of the project entitled "The Role of Behavioral, Anthropometric, and
Molecular Factors in the Development of Type 2 Diabetes - the 1000PLUS Project”. The
material obtained from 42 pre-diabetic patients (53.0+9.1 years) was analyzed. From this group,
after 5 years of observation, 24 patients developed T2DM, while 18 patients remained pre-
diabetic. Additionally, material collected from 18 healthy men (35.5+8.0 years) was analyzed.
Among them, 12 had a genetic polymorphism in the PROX1 gene promoting T2DM
development, and 6 had a protective genotype. In both studies, individuals in the groups being
compared were matched for clinical and anthropometric parameters. Blood from healthy

individuals was used to develop the sample preparation method.

Based on the literature review, it was found that the development of T2DM is accompanied
by changes in the level of metabolites related to the gut microbiota. These metabolites are
mainly carbohydrates, amino acids, and fatty acids. During the optimization of the sample
preparation method for determining MDMs with GC-MS, it was found that the best results are
obtained when samples are prepared with methanol and water. In addition, it was shown that
the volume and concentration of the methoxyamine reagent have the greatest influence on the
repeatability and intensity of the measured metabolites, while the conditions of the
derivatization process have the greatest influence on the completeness of this process. The
developed method allows the reproducible measurement of 75 serum/plasma metabolites
associated with gut microbiota. Based on the analysis of clinical samples, differences in the
profile of gut microbiota-related metabolites were shown between individuals with a pre-
diabetic state and those with diagnosed T2DM. Additionally, for selected variables ROC curve
analyses were performed. It allowed the selection of seven metabolites which measurement in
serum allows to distinguish individuals with pre-diabetes from those with T2DM. Both
provocative tests (WW, NW) caused changes in the level of MDMs in healthy individuals with
genetic predispositions for the development of T2DM in the PROX1 gene, which were not
observed in individuals with a protective genotype. These differences in postprandial response
may be a source of early metabolic disturbances, also at the level of metabolites related to the

gut microbiota, which may be associated with future T2DM development.
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Uniwersytet Medyczny w Bralymstoku
ul. Marii Skiodowskiej-Curie 24a

15-276 Bialystok

Odéwiadczenie

Obwindczam, iz mdj wdzial w przygolowaniu publikacii:

Optimization of a GC-MS method for the profiling of microbiota-dependent metabolites
in blood samples: An application to type 2 diabetes and prediabetes autordw: Pairycja
Mojsak, Katarzyna Maliszewska, Paulina Klimaszewska, Katarzyna Miniewska, Joanna
Godzien, Julia Sieminska, Adam Kretowski, Michal Ciborowski opublikowane we Fronticrs
Molecular Biosciences 9:982672, wehodzaeej w sklad rozprawy doktorskiej ., Wykorzystanie
chromatografii gazowe) sprzgzone) ze spektrometriy mas do poszukiwania metabolitéw
zwigzanych z mikrobiomem jelitowym, wskazujgeych na ryzyko rozwoju cukrzyey typu 2%,
wynoszicy 5 % polegal na analizie danych.

Jednoczednic wyrazam zgode na wykorzystanic przez Patrycje Mojsak publikacyi
w postepowaniu o nadanie stopnia doktorn w dziedzinic nauk medycznych i nauk o zdrowiu w
dyscyplinic nauki medyczne.
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Prof. dr hab, Adam Krgtowski Bialystok, 10 C©% 191

Iy § mamwisko wipddawora mighscowedd, doa

Uniwersytet Medyczay w Bialymstoku
ul. Marii Sklodowskiej-Cunie 24a
15-276 Bialystok

Oswisdezeni

Odwiadezam, iz mdj vdzial w pezygotowaniu publikacji:

Optimization of a GC-MS method for the profiling of microbiota-dependent metabolites
in blood samples: An application to type 2 diabetes and prediabetes autordw: Pastrycja
Mojsak, Katarzyma Maliszewska, Pouling Klimaszewsks, Katarzyna Miniewska, Joanna
Godzien, Julia Sieminska, Adam Kretowski, Michal Ciborowski opublikowane we Frontiers
Molecular Biosciences 9:982672, wehodzaoe] w sklad rozprawy doksorskicj . Wykorzystanic
chromatografli gazowej sprzgtonej ze spektrometriy mas do poszukiwania metabolitdw
zwigzanych z mikroblomem jelitowym, wskazujacych na ryzyko rozwoju cukrzyey typu 27,
wynoszacy § % polegal na opracowaniu koncepcji pracy, pozyskiwaniu finansowania na
preeprowndzone badania oraz nadzorowaniu pracy.

Jednoczednic wyrazam zgode ma wykorzystanie praez Patrycje Mojsak pablikacji
W postgpowaniu o nadanie stopaia doktors w dziedzinic nauk medyezaych i nauk o zdrowiu w
dyscyplinie nauki medycene.

Al
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dr hab. Michal Ciborowski Bialystok, 09.05,2023

----------------------------------------------------------------------------------------

........................................................................

Uniwersytet Medyczny w Bialymstoku
ul. Marii Sklodowskicj-Curie 24a
15-276 Bialystok

Odwiadczenic

Osdwiadczam, i2 méj udzial w przygotowaniu publikacji:
Optimization of a GC-MS method for the profiling of microbiota-dependent metabolites
in blood samples: An application to type 2 disbetes and prediabetes autoréw: Patrycja
Mojsak, Katarzyna Maliszewska, Paulina Klimaszewska, Katrzyna Miniewska, Joanna
Godzien, Julia Sieminska, Adam Kretowski, Michal Ciborowski opublikowane we Frontiers
Molecular Biosciences 9982672, wehodzgeej w skiad rozprawy doktorskiej .. Wykorzystanie
chromatografii gazowej sprzgzonej ze spektrometriy mas do poszukiwania metabolitdw
zwigzanych z mikrobiomem jelitowym, wskazujscych na ryzyko rozwoju cukrzycy typu 27,
wynoszcy § % polegal na opracowaniu koncepeji pracy, nadrorowaniu pracy, analizie
i dyskusji wynikéw orz ocenic merytorycanej pracy.

Jednoczednie wyrazam zgode na wykorzystanic przez Patrycje Mojsak publikacyi
w postgpowaniu o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu w

dyscyplinie nauki medyczne.
C‘o oY o Xy 0N
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»A preliminary study showing the impact of genetic and dietary factors on GC-

MS-based plasma metabolome of patients with and without PROX1-genetic

predisposition to T2DM up to 5 years prior to prediabetes appearance” autorow:

Patrycja Mojsak, Katarzyna Miniewska, Adrian Godlewski, Edyta Adamska—Patruno,

Paulina Samczuk, Fernanda Rey-Stolle, Witold Bauer, Coral Barbas, Adam Kretowski,

Michat Ciborowski opublikowanej w w Current Issue in Molecular Biology 2021: 43,513

528.
In’ll@’l nazwisko Charakter udziatu Procentowy
wspotautora wktad
— opracowanie koncepcji pracy
doktorant — mgr Patrycja — przeprowadzenie badania 60%
Mojsak — analiza danych
— opracowanie manuskryptu
dr n. med. Katarzyna — wykonanie analizy statystycznej 10%
Miniewska — wspoéltworzenie manuskryptu
mgr Adrian Godlewski — opracowanie m_etodyk_i badania 504
— przeprowadzenie analiz
g;tr; 3?]'0Edyta Adamska- — opracowanie koncepcji pracy 2%
dr n. med. Paulina — przygotowanie probek do badan, 504
Samczuk — analiza danych
Fernanda Rey-Stolle - analiza danych 2%
— ocena merytoryczna pracy
dr inz. Witold Bauer — analiza statystyczna 3%
Coral Barbas — 0cena merytoryczna pracy 3%
prof. dr hab. Adam — opracowaniu koncepcji pracy 504
Kretowski — nadzorowanie pracy
— opracowanie koncepcji pracy
dr hab. Michat Ciborowski | — analiza i dyskusja wynikow 5%
— 0ocena merytoryczna pracy

Oswiadczam, ze wszyscy wspolautorzy wyrazili zgode na wykorzystanie powyzszej

publikacji w pracy doktorskiej mgr Patrycji Mojsak.
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Dr. n. med. Katarzyna Miniewska Biakystok, 28.01.2023

PP ——r—  mgjowoid dats

Uniwersytet Medyczny w Biatymstoku
ul, Marii Sklodowskicj-Curie 24a
15:276 Bialysiok

Oiwiadczenie

Odwiadczam, 2 m6j udzial w przygotowaniu publikacji:

»A preliminary study showing the impact of genctic and dictary factors on GC-MS-based
plasma metabolome of patients with and without PROX1-genetic predisposition to T2DM
up 1o 5 years prior to prediabetes appearance™ autordw: Patrycja Mojsak, Katarzyna
Miniewska, Adrian Godlewski. Edyta Adamska-Patruno, Pauline Samczuk, Fernanda Rey-
Stolle, Witold Bawer, Coral Barbas, Adam Kretowski, Michal Ciborowski opublikowanej
w Current Issue in Molecular Biology 2021: 43, 513-528, wchodzacej w skind rozpeawy
doktorskicj Wykorzystanie chromatografli gazowe] sprzgzonej ze spektrometriy mas
do poszukiwania metabolitéw zwigzanych z mikroblomen jelitowym, wskazujacych na ryzyko
rozwoju cukrzycy typu 27, wynoszacy 10 % polegal na wykonaniu analizy statystycznej oraz
wspdltworzeniu manuskryptu.

Jedooczednic wyrazam zgods na wykorzystamic przez Patrycie Mojsak publikacii
w postgpowaniu o nadanie stopaia doktora w dziedzinic nauk medycznych i nauk o zdrowiu
w dyscyplinie nauki medyczne,

»\/(A'Ccm«.j,\u_ Nim‘tw-;kL
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Uniwersytet Medyczny w Biatymsioku
ul, Marii Sklodowskicj-Curic 24a
15-276 Bialystok

Odwindczenie

Odwindczam, iz mdj udzial w przygotowaniu publikacii:

wA preliminary study showing the impact of genctic and dictary factors on GC-MS-based
plasma metabolome of patients with and without PROX 1-genetic predispesition to T2DM
up to 5 years prior to prediabetes appearance™ sutordw: Patrycja Mojsak, Katarzyna
Miniewska, Adrian Godlewski, Edyta Adamska-Patruno, Paulina Samczuk, Fernanda Rey-
Stolle, Witold Bauver, Coral Barbas, Adam Kretowski, Michal Ciborowski opublikowanej
w Current Issue in Molecular Biology 2021: 43 (2), 513-528, wehodzgeej w sklad rozprawy
doktorskicj Wykorzystanie chromatografii gazowej sprzgzonej ze spektrometriy mas
do poszukiwania metabolitéw zwigzanych 2 mikrobiomem jelitowym, wskazujgcyeh na ryzyko
rozwoju cukrzycy typu 27, wynoszacy 5 % polegal na opracowaniu metodyki badania
oraz prreprowadzenivu analiz.

Jednoczednic wyrazam zgody na wykorzystanie przez Patrycje Mojsak publikacji

w postepowaniu o nadanic stopnia doktora w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu
w dyscyplinie nauki medycane,

‘/:'C} wan Codé?d'\;
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Uniwersytet Medyczny w Bialymstoku
ul. Marii Sklodowskiej-Curie 24a
15-276 Bialystok

Odwiadczenie

Odwiadczam, iz méj udzial w pezygotowaniu publikaci:
»A preliminary study showing the impact of genetic and dietary factors on GC-MS-based
plasma metabolome of patients with and without PROX 1-genetic predisposition to T2DM
up to 5 years prior to prediabetes appearance” autordw: Patrycja Mojsak, Katarzyna
Miniewska, Adrian Godlewski, Edyta Adamska-Patruno, Paulina Samczuk, Femanda Rey-
Stolle, Witold Baver, Cornl Barbas, Adam Kretowski, Michal Ciborowski opublikowanej
w Current Issue in Molecular Biology 2021: 43 (2), 513-528, wehodzacej w skiad rozprawy
doktorskicj ,Wykorzystanie chromatografii gazowej sprzgzonej ze spektrometriy mas
do poszukiwania metabolitdw zwigzanych 2 mikrobiomem jelitowym, wskazujacych na ryzyko
rozwoju cukrzycy typu 27, wynoszacy 2 % polegal na opracowaniu koncepeii pracy.

Jednoczednie wyrazam zgode na wykorzystanic przez Patrycje Mojsak publikacji
W postgpowaniu o nadanic stopnia doktora w dziedzinic nauk medycznych | nauk o zdrowiu
w dyscyplinic nauki medyczne.

iy f@ Rolgeyte P
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dr n. med. Paulina Samczuk Bialystok, 18.01.2023 r.

imig i nazwiske wspolautora miejscowosé, data

Laboratorium Metabolomiki, Centrum Badar Klinicznych

nazwa jednostki

Uniwersytet Medyczny w Biatymstoku
ul. Marii Sklodowskiej-Curie 24a
15-276 Biatystok

Oéwiadczenie

Oswiadczam, iz moj udziat w przygotowaniu publikacji:
»A preliminary study showing the impact of genetic and dietary factors on GC-MS-based
plasma metabolome of patients with and without PROX1-genetic predisposition to T2DM
up to 5 years prior to prediabetes appearance” autoréw: Patrycja Mojsak, Katarzyna
Miniewska, Adrian Godlewski, Edyta Adamska-Patruno, Paulina Samczuk, Fernanda
Rey-Stolle, Witold Bauer, Coral Barbas, Adam Kretowski, Michat Ciborowski opublikowanej
w Current Issue in Molecular Biology 2021: 43, 513-528., wchodzacej w sklad rozprawy
doktorskiej ,,Wykorzystanie chromatografii gazowej sprzezonej ze spektrometria mas do
poszukiwania metabolitow zwigzanych z mikrobiomem jelitowym, wskazujacych na ryzyko
rozwoju cukrzycy typu 2", wynoszacy 5 % polegal na przygotowaniu probek do badas

oraz analizie danych.

Jednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanie przez Patrycje Mojsak publikacji
W postgpowaniu o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu

w dyscyplinie nauki medyczne.

C Ptine Socln
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M* Fernanda Rey-Stolle Valcarce 14/03/2023, Madrid, Spain

name and last name of the author data, place

Centre for Metabolomics and Bioanalysis (CEMBIO)

affiliation/name of the university

San Pablo CEU University,
Boadilla del Monte, Madrid, Spain

Statement
I confirm that in the article:

»A preliminary study showing the impact of genetic and dietary factors on GC-
MS-based plasma metabolome of patients with and without PROXI-genetic
predisposition to T2DM up to 5 years prior to prediabetes appearance” by Patrycja
Mojsak, Katarzyna Miniewska, Adrian Godlewski, Edyta Adamska-Patruno, Paulina Samczuk,
Fernanda Rey-Stolle, Witold Bauer, Coral Barbas, Adam Kretowski, Michal Ciborowski
published in Current Issue in Molecular Biology 2021: 43 (2), 513-528 which is a part of the
doctoral dissertation of Patrycja Mojsak, my contribution (2%) included data analysis and

substantive evaluation of the manuscript.

I agree to use this publication by Patrycja Mojsak, in the procedure for awarding the
doctoral degree in the field of medical sciences and health sciences in the discipline of medical

sciences.

signature
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Uniwersytet Medycany w Biatymstoku
ul, Marii Sklocowskicj-Curie 24a
15276 Bistystok

Odwindczenie

Odwiadezam, iz mbj udzial w przygotowaniu publikacji:

A preliminary study showing the impact of genctic and dietary factors on GC-MS-based
plasma metabolome of patieats with and without PROX1-genetic predisposition to T2DM
up to S5 years prior to predisbetes appearance™ autoréw: Patrycja Mojsak, Katarzyma
Miniewska, Adrian Godlewski, Edyta Adamska-Patruno, Paulina Samczuk, Fernanda Rey-
Stolle, Witold Bawer, Cortl Barbas, Adam Krgtowski, Michal Ciborowski opublikowane)
w Current lssue in Molecular Biology 2021: 43, 513-528. wehodzaee w skiad rozprawy
dokrorskicj ,Wykorzystanie chromatografii gazowe] spezgtonej z¢ spektrometria mas
do poszukiwania metabolitdw zwigzanych z mikroblomem jelitowym, wskazujacych na ryzyko
razwoly cukrzyey typu 2%, wynoszaey 3% polegat na wykonaniu analizy statystycane).

Jednoczednic wyradam zgode na wykorzystanie przez Patrycje Mojsak publikacji
w posigpowaniu 0 madanie stopnia doktora w dziedzinie mauk medyczaych i nauk o 2drowiu
w dyscyplinie nauki medyczne.

LS S

164



Coral Barbas Arribas 14/03/2023, Madrid, Spain

name and last name of the author data, place

Centre for Metabolomics and Bioanalysis (CEMBIO)

affiliation/name of the university

San Pablo CEU University,
Boadilla del Monte, Madrid. Spain

Statement
I confirm that in the article:

»A preliminary study showing the impact of genetic and dietary factors on GC-
MS-based plasma metabolome of patients with and without PROXI-genetic
predisposition to .T2DM up to 5 years prior to prediabetes appearance” by Patrycja
Mojsak, Katarzyna Miniewska, Adrian Godlewski, Edyta Adamska-Patruno, Paulina Samczuk,
Fernanda Rey-Stolle, Witold Bauer, Coral Barbas, Adam Kretowski, Michal Ciborowski
published in Current Issue in Molecular Biology 2021: 43 (2), 513-528 which is a part of the
doctoral dissertation of Patrycja Mojsak, my contribution (3%) included substantive evaluation

of the manuscript.

I agree to use this publication by Patrycja Mojsak, in the procedure for awarding the
doctoral degree in the field of medical sciences and health sciences in the discipline of medical

sciences.

signature
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Prof. dr hab. Adam Krgtowski Bialystok, M 05 a01>

........................................................................

Uniwersytet Medyczny w Bialymstoku
ul, Marii Sklodowskiej-Curie 24a

15-276 Biatystok

Otwiadcrenie

Odwiadczam, 2 mdj udzial w przygotowaniu publikacji:

wA preliminary stody showing the impact of genctic and dictary factors on GC-MS-based
plasma metabolome of paticnts with and without PROX1-genetic predisposition to T2DM
up 10 S years prior to prediabetes appearance”™ autordw: Patrycja Mojsak, Katarzyra
Miniewska, Adrian Godlewski, Edyta Adamska-Patruno, Paulina Samczuk, Femanda Rey-
Stolle, Witold Bauer, Coral Barbas, Adam Kretowski, Michal Ciborowski opublikowanej w
Current Issue in Molecular Biology 2021: 43 (2), 513-528, wehodzgesj w sklad rozprawy
doktorskiej .Wykorzystanie chromatografii gazowej spezgzonej ze spekirometriy mas do
poszukiwania metabolisow zwigzanych z mikrobiomem jelitowym, wskazujacych na ryzyko
rozwoju cukrzycy typu 27, wynoszgey § % polegal ma opracowaniu koncepeji pracy oraz
nadzorowaniu pracy.

Jednoszednic wyrazam zgode na wykorzystanic pezez Patrycie Mojsak publikacii
w postgpowania ¢ nadenic stopnia doktora w dziedzinic nauk medycznych | nauk o zdrowiu w

HEL
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Dr hab, Michat Ciborowski Bialystok, 09.05.2023

........................................................................................

.......................................................................

Uniwersytet Medyczny w Biatymstoku
ul, Marii Sklodowskicj-Curie 24a
15-276 Biatystok

Oswiadczenic

Oswindczam, iz moj udzial w przygotowaniu publikacii:

wA preliminary study showing the impact of genetic and dictary factors on GC-MS-based
plasma metabolome of patients with and without PROX1-genetic predisposition to T2DM
up to S5 years prior to prediabetes appearance” autordw: Patrycja Mojsak, Katarzyna
Minicwska, Adrian Godlewski, Edyta Adamska-Patruno, Paulina Samczuk, Fernanda Rey-
Stolle, Witold Baver, Coral Barbas, Adam Kretowski, Michal Ciborowski opublikowanej
w Current Issue in Molecular Biology 2021: 43 (2), 513-528, wehodzacej w skiad rozprawy
doktorskicj .Wykorzystanie chromatografii gazowe] spezgzonej ze spektrometriy mas
do poszukiwania metabolitéw zwigzanych z mikrobiomem jelisowym, wskazujacych na ryzyko
rozwoju cukrzycy typu 2", wynoszacy $ % polegal na opracowaniu koncepeji pracy, analizie
i dyskusji wynikdw oraz ocenic merytoryczne] pracy.

Jednoczednie wyrazam zgode na wykorzystanic przez Patrycie Mojsak publikacii
w postgpowaniu o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk medycznych i nsuk o zdrowiu w

dyscyplinie nauki medyczne,
Cbmowsl&
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14.Zgoda Komisji Bioetycznej

KOMISJA BIOETYCZNA
PRZY UNIWERSYTECIE MEDYCZNYM W BIALYMSTOKU
ul. Jana Kilinskiego 1
15089 Bialystok
tel. 85 748 54 07
komisjabloctyczna@umb.edu.pl

Bialystok, 19.05.2022 r.

Uchwala nr: APK.002.239.2022

Na podstawie art. 29 ust. 2 i 14 ustawy dnia 5 grudnia 1996 r. o zawodach
lekarza i lekarza dentysty (1), Dz U, z 2021 r. poz. 790 z péZn. zm.), Komisja
Bioetyczna przy Uniwersytecie Medycznym w Bialymstoku, po zapoznaniu si¢
z projektem badania zgodnie z zasadami GCP/ Guidelines for Good Clinical
Practice ~ wyraza zgodg naprowadzenie tematu badawczego:
WPoszukiwanie  metabolitdw  zwigzanych 2z rozwojem i czynnikami
predysponujgcymi do rozwoju cukrzycy typu 27 przez dr hab, Michala
Ciborowskiego wraz z zespotem badawcezym z UMB,

Planowany okres mliz Jiod 19.05.2022 r. do XI11.2023 r.

Przewodniczaca Kohu i B

prof. dr hab. Q\y/ a

P zowwr

2 (Mdvodane o dnbeym s w wnt | weisy sy 20 podredesctwem bomigy baewirane) dmmm‘* Ay (Aberakmai oy Armmoyy
Boviizme w deremimye 14 dw od da shrpczemss wcbmidy somapgod) epmig
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KOMISJA BIOETYCZNA
UNIWERSYTETU MEDYCZNEGO BIALYMSTOKU
ul. Jana Knmu.p'n'

15-089 Biatystok
tel. (085) 748 54 07, fxx. (085) 748 55 08

Biatysiok, 30-01-2014
Uchwala nr: R-1-002/32/2014

Komisja Bioetyczna Uniwersytety Medycmego w  Biatymstoku, po
Zapoznaniu si¢ z projektem badania zgodnie z zasadami GCP/ Guidelines
for Good Clinical Practice /- Wyraia zgodg naprowadzenic tematy
badawezego: Rola czynnikow behawioralnych, antropometrycznych i
molekulamych w rozwoju cukrzycy typu 2 u pacjentéw z nadwagy i
otyloscia”™ pezez prof, dr hab, Mari¢ Gorsky wraz z zespolem badawczym,

meodniczaﬁa Komisji Biqetycznej UMB

Prof. dr hab. EL&MH’M
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UNIWERSY TET A:00Y (2
w Batyss

KOMISH\ D!\)l:l CrNA
- .‘J'ul..-
Uchwala nr: R-1-002/35/2009 29-01-2009r.

Komisja Bioetyczna Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku, po
zapoznaniu si¢ z projektem badania zgodnie z zasadami GCP
/ Guidelines for Good Clinical Practice ~-wyra2a zgod ¢ /na
prowadzenie tematu  badawczego: L Analiza  genetycznych
uwarunkowah odpowiedzi metabolicznej na dietg o réznej zawartodci
weglowodandw, bialek i tluszezy. Poszukiwanie genctycmych
markerdw do indywidualizacji Zywienia pacjentéw z otylodeia i
cukrzycqtwa"pmzwoﬁdrhab Mari¢ Gorskq wraz z zespolem
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