STRESZCZENE

Cukrzyce typu 2 (z ang. type 2 diabetes mellitus, T2DM) uwaza si¢ za jedng
z najgrozniejszych chorob 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 powiktan, ktore moga przyczyniac
si¢ do wielonarzagdowych uszkodzen. Ze wzgledu na ciagly wzrost liczby os6b z T2DM, zasadne
jest poszukiwanie nowych rozwigzan pozwalajacych na zrozumienie mechanizmow
odpowiedzialnych za powstawanie tej choroby. W ostatnim czasie duzo uwagi poswieca si¢
badaniom metabolomicznym, ktére wykorzystuje si¢ miedzy innymi do badania wptywu réznych

czynnikéw odpowiedzialnych za rozwdj T2DM.

Znaczaca role w etiologii tej choroby odgrywa mikrobiom jelitowy. Jest on odpowiedzialny
m.in. za przemiany zwigzkow drobnoczgsteczkowych, okreslanych mianem metabolitow zaleznych
od mikrobiomu (z ang. microbiota dependent metabolites, MDMs), ktore moga rowniez przenikac
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 powodowaé zmiany w poziomie MDMs. Dlatego tez oznaczanie tego typu zwiazkow
u pacjentow z grupy ryzyka moze przyczynic¢ si¢ do wskazania panelu metabolitow bioracych udziat
w procesach biochemicznych prowadzacych do rozwoju T2DM. Chromatografia gazowa potaczona
ze spektrometriag mas (GC-MS) jest czegsto wykorzystywana w badaniach metabolomicznych
nad T2DM. Technika ta zyskala duzg popularno$¢ m.in. ze wzglgdu na mozliwos¢ jednoczesnej
analizy wielu MDMs, nalezacych do réznych klas. Jednak oznaczanie jak najszerszego spektrum
MDMs w probkach krwi wymaga optymalizacji protokolu przygotowania probek. Jest to
szczegblnie 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 zrealizowac cel gtéwny, wyznaczono nastepujace
cele posrednie: i) opracowanie metody przygotowania probek osocza/surowicy do analiz przy
uzyciu GC-MS  pozwalajacej na jak najlepszy pomiar wybranych MDMs,
i) aplikacja opracowanej metody GC-MS do analizy probek klinicznych celem wskazania rdznic
w profilu metabolitow surowicy o0sob zdrowych, w stanie przedcukrzycowym oraz
ze zdiagnozowang T2DM, iii) wykorzystanie techniki GC—MS do okreslenia popositkowych
(positek wysokoweglowodanowy (WW) i normowgglowodanowy (NW)) zmian w profilu

metabolitow osocza zdrowych mezczyzn w zaleznosci od obecnosci polimorfizmu w genie PROX1.



W celu osiggnigcia zalozen pracy naukowej i1 zweryfikowania postawionych hipotez
badawczych, przeprowadzono badania naukowe na archiwalnym materiale biologicznym (probki
surowicy oraz osocza) zgromadzonym od ochotnikéw rasy kaukaskiej podczas realizacji projektu
pt. ,,Rola czynnikow behawioralnych, antropometrycznych i molekularnych w rozwoju cukrzycy
typu 2 — projekt 1000PLUS”. Do badan wykorzystano materiat pobrany od 42 pacjentow w stanie
przedcukrzycowym (53.0+9.1 lat). Po 5 latach obserwacji u 24 pacjentow rozwingta si¢ T2DM,
natomiast 18 pacjentéw pozostato w stanie przedcukrzycowym. Dodatkowo wykorzystano materiat
zebrany od 18 zdrowych mezczyzn (35.548.0 lat) wsrod ktorych 12 charakteryzowato sie
genotypem ryzyka rozwoju T2DM w genie PROX1, a 6 miato genotyp ochronny. W obu badaniach
osoby w porownywanych grupach byly dopasowane pod wzglegdem parametrow klinicznych
i antropometrycznych. Do opracowania metody przygotowania probek wykorzystano krew

od zdrowych oséb.

Na podstawie dokonanego przegladu literatury stwierdzono, ze rozwojowi T2DM towarzysza
zmiany w poziomie metabolitow zwigzanych z florg jelitowa. Metabolity te to gléwnie
weglowodany, aminokwasy oraz kwasy ttuszczowe. Podczas optymalizacji metody przygotowania
probek osocza/surowicy do oznaczen MDMs technikg GC-MS okazato si¢, Ze najlepsze rezultaty
uzyskuje si¢ przy przygotowaniu probek za pomoca metanolu z dodatkiem wody. Ponadto
wykazano, ze objeto$¢ 1 stezenie odczynnika do metoksymacji maja najwigkszy wplyw
na powtarzalno$¢ i intensywnos$¢ oznaczanych metabolitow, podczas gdy warunki procesu
derywatyzacji w najwiekszym stopniu wptywaja na kompletno$¢ tego procesu. Opracowana
metoda pozwala na powtarzalny pomiar w probkach osocza lub surowicy 75 metabolitow
zwigzanych z florg jelitowa. Na podstawie analizy probek klinicznych wykazano réznice w profilu
metabolitow zwigzanych z florg jelitowa pomigdzy osobami ze stanem przedcukrzycowym oraz ze
zdiagnozowang T2DM. Dodatkowo, w oparciu o0 otrzymane wyniki, wykonano analizy krzywych
ROC dla wybranych zmiennych. Na ich podstawie wskazano panel siedmiu metabolitéw, ktorych
pomiar w surowicy pozwala odrézni¢ osoby ze stanem przedcukrzycowym od 0sob z T2DM. Oba
testy prowokacyjne (WW, NW) wywotaty zmiany w poziomie MDMs u zdrowych os6b majacych
predyspozycje genetyczne do rozwoju T2DM w genie PROXI, ktorych nie odnotowano u osob
z genotypem ochronnym. Réznice w odpowiedzi popositkowej moga by¢ zrodtem wcezesnych
zaburzen metabolicznych, takze w poziomie metabolitow zwigzanych z GM, ktére moga by¢

powigzane z przysztym rozwojem T2DM.



