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3. Wykaz stosowanych skrótów 

AAAs aminokwasy aromatyczne (z ang. aromatic amino acids) 

AAs aminokwasy (z ang. amino acids) 

ACN acetonitryl 

Ala alanina 

ANOVA analiza wariancji (z ang. analysis of variance) 

BAs kwasy żółciowe (z ang. bile acids) 

BCAA aminokwasy rozgałęzione (z ang. branched chain amino acids) 

BCFAs rozgałęzione kwasy tłuszczowe (z ang. branched chain fatty acids) 

BMI wskaźnik masy ciała (z ang. body mass index) 

BSTFA N,O–bis (trimetylosililo) trifluoroacetamid  

CARBs węglowodany (z ang. carbohydrates) 

Cre kreatynina 

CRY2 
kryptochromowy regulator dobowy 2 (z ang. cryptochrome circadian  

regulator 2) 

CYP7A1 7α- hydroksylaza cholesterolu  

EDTA kwas wersenowy (z ang. ethylenediaminetetraacetic acid) 

EtOH etanol 

FAMEs estry metylowe kwasów tłuszczowych (z ang. fatty acid methyl esters) 

FAs kwasy tłuszczowe (z ang. fatty acids) 

FC krotność zmiany (z ang. fold change) 

FG stężenie glukozy na czczo (z ang. fasting glucose) 

FGF czynnika wzrostu fibroblastów (z ang. fibroblast growth factor) 

Fruc fruktoza 

fT2DM_T1 
grupa pacjentów w stanie przedcukrzycowym, u których po pięciu latach 

obserwacji rozwinęła się cukrzyca typu 2 

FXR receptor jądrowy (z ang. farnesoid X receptor) 

Gal galaktoza 

GC–MS 
chromatografia gazowa sprzężona ze spektrometrią mas  

(z ang. gas chromatography coupled with mass spectrometry) 

GIPR 
zależny od glukozy polipeptydowy receptor insulinotropowy  

(z ang. glucose-dependent insulinotropic polypeptide receptor) 

Gln glutamina 
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GLP–1 glukagonopodobny peptyd 

Glu kwas glutaminowy 

Gly glicyna 

GM mikroflora jelitowa (z ang. gut microbiota) 

Gpbar1 
receptor błonowy kwasów żółciowych (z ang. G–protein–coupled bile 

acid receptor) 

GWAS 
badanie asocjacyjne całego genomu (z ang. genome wide association 

study) 

HbA1c hemoglobina glikowana 

HCA hierarchiczna analiza klastrów (z ang. hierarchical cluster analysis) 

HDL lipoproteiny o wysokiej gęstości (z ang. high–density lipoprotein) 

His histydyna 

HOMA–B 
wskaźnik funkcji komórek β trzustki (z ang. Homeostasis Model 

Assessment of β–cell function) 

HOMA–IR 
wskaźnik insulinooporności (z ang. Homeostatic Model Assessment – 

Insulin Resistance) 

HR grupa wysokiego ryzyka (z ang. high risk) 

ICA 
analiza składowych niezależnych (z ang. independent component 

analysis) 

IFG nieprawidłowa glikemia na czczo (z ang. impaired fasting glucose) 

IGT nieprawidłowa tolerancja glukozy (z ang. impaired glucose tolerance) 

Ile izoleucyna 

IPA kwas indolo–3–propioniowy 

IS wzorzec wewnętrzny (z ang. internal standard) 

isoProp izopropanol 

LC–MS 
chromatografia cieczowa sprzężona ze spektrometrią mas (z ang. liquid 

chromatography coupled with mass spectrometry) 

LDL liporoteiny o niskiej gęstości (z ang. low–density lipoprotein) 

Leu leucyna 

LPS lipopolisacharyd 

LR                                                                  grupa niskiego ryzyka (z ang. low risk) 

Lys lizyna 
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MANOVA 
analiza wielowymiarowa wariancji (z ang. multivariate analysis  

of variance) 

MDMs 
metabolity związane z florą jelitową (z ang. microbiota dependent 

metabolites) 

MeOH metanol 

MeOx metoksymacja 

Met metionina 

MSTFA N,O–metyl (trimetylsilyl) trifluoroacetamid 

NF–κB 
kompleks białkowy działający jako czynnik transkrypcyjny  

(z ang. nuclear factor kappa–light–chain–enhancer of activated β cells) 

NW posiłek normowęglowodanowy 

OA kwas oleinowy (z ang. oleic acid) 

OGTT doustny test obciążenia glukozą (z ang. oral glucose tolerance test) 

OPLS–DA 

analiza dyskryminacyjna zmiennych ortogonalnych najmniejszych 

kwadratów (z ang. Orthogonal Partial Least Squares Discriminant 

Analysis) 

OrgAs kwasy organiczne (z ang. organic acids) 

Orn ornityna 

PA kwas palmitynowy (z ang. palmitic acid) 

PCA analiza składowych głównych (z ang. principal component analysis) 

PERK 
białko retikulum endoplazmatycznego (z ang. protein kinase RNA–like ER 

kinase) 

PreDiab_T1 
grupa pacjentów w stanie przedcukrzycowym, u których po pięciu latach 

nie rozwinęła się cukrzyca typu 2 

PreDiab_T2 
grupa pacjentów w stanie przedcukrzycowym, u których po pięciu latach 

utrzymał się ten stan 

Pro prolina 

PROX1 białko homeoboksowe prospero 1 (z ang. prospero homeobox 1) 

PTD Polskie Towarzystwo Diabetologiczne 

PYY peptyd YY 

QCs próbki kontrolne (z ang. quality control) 

RI wskaźnik retencji (z ang. retention index) 
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ROC 
analiza oceny jakości klasyfikatora (z ang. receiver operating 

characteristic) 

RSD względne odchylenie standardowe (z ang. relative standard deviation) 

RT temperatura pokojowa (z ang. room temperature) 

SA kwas stearynowy (z ang. stearic acid) 

SCFAs krótkołańcuchowe kwasy tłuszczowe (z ang. short chain fatty acids) 

SNP 
polimorfizm pojedynczego nuklotydu (z ang. single nucleotide 

polymorphism) 

SVM maszyna wektorów nośnych (z ang. suport vector machine) 

T2DM cukrzyca typu 2 (z ang. type 2 diabetes mellitus) 

T2DM_T2 
grupa pacjentów, u których po pięciu latach rozwinęła się  

cukrzyca typu 2 

TCF7L2 czynnik transkrypcyjny 7–like 2 (z ang. transcription factor 7 like 2) 

TGR5 receptor błony komórkowej 

Thr treonina 

TI intensywność całkowita (z ang. total intensity) 

TMA trimetylamina  

TMAO N–tlenek trimetylaminy 

TMCS trimetylochlorosilan 

TMS grupa trimetylosililowa 

TRL4 receptor toll–podobny 4 (z ang. toll–like receptor 4) 

Trp tryptofan 

Tyr tyrozyna 

Val walina 

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

WW posiłek wysokowęglowodanowy 

α–HBA kwas alfa–hydroksymasłowy (z ang. alpha–hydroxybutyrate) 

5–HT 5–hydroksytryptamina 
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4. Wstęp 

4.1. Cukrzyca typu 2  

Cukrzycę typu 2 (z ang. type 2 diabetes mellitus, T2DM) uważa się za jedną  

z najgroźniejszych chorób cywilizacyjnych XXI wieku. T2DM jest zaburzeniem 

metabolicznym charakteryzującym się występowaniem nieprawidłowo wysokiego 

poziomu glukozy we krwi1. U osób z T2DM dochodzi do zaburzenia równowagi między 

ilością insuliny wydzielanej przez komórki β wysp trzustkowych, a zapotrzebowaniem 

na ten hormon wynikającym z indywidualnie zróżnicowanej insulinowrażliwości2. 

Liczba osób z T2DM w wieku od 20 do 79 lat wzrosła w ciągu ostatnich 10 lat o 62%  

(z 285 milionów do 463 milionów)3. Szacuje się, że liczba osób chorych na T2DM  

na całym świecie do 2035 roku przekroczy 592 miliony4, natomiast do 2045 roku może 

wynieść nawet 700 milionów1. 

T2DM może przez wiele lat przebiegać bezobjawowo, a obecnie jedynie pięćdziesiąt 

procent osób cierpiących na T2DM jest zdiagnozowanych3. Jest to szczególnie groźne  

z uwagi na to, że zbyt późno wykryta lub źle kontrolowana T2DM prowadzi  

do wystąpienia wielu powikłań mikro– i makronaczyniowych, które mogą wiązać się  

z uszkodzeniem licznych narządów wewnętrznych, a niekiedy prowadzić nawet  

do śmierci5. W obliczu stale narastającej liczby pacjentów z T2DM, zasadne  

jest poszukiwanie nowych rozwiązań umożliwiających lepsze poznanie mechanizmów 

prowadzących do powstania zaburzeń metabolicznych związanych z rozwojem  

tej choroby6. W znacznym stopniu mogłoby się to przyczynić do opracowania strategii 

pozwalających na jak najwcześniejszą diagnostykę zaburzeń metabolicznych i T2DM.  

Pomimo znacznego postępu medycyny oraz zwiększonego dostępu do technik 

diagnostycznych, wczesne wykrycie T2DM jest nadal utrudnione, co uniemożliwia  

jej skuteczne kontrolowanie oraz wdrożenie odpowiedniego leczenia7. Dlatego 

podejmuje się wielokierunkowe działania mające na celu poszukiwanie nowych 

rozwiązań, które mogłyby usprawnić wczesną diagnostykę T2DM. W ostatnim czasie 

dużo uwagi poświęca się badaniom metabolomicznym, które wykorzystuje się między 

innymi do oceny wpływu różnych czynników odpowiedzialnych za rozwój tej choroby. 

Należą do nich głównie czynniki środowiskowe, ale także predyspozycje genetyczne8.  

Te ostatnie są jednymi z istotnych niemodyfikowalnych czynników ryzyka rozwoju 

T2DM. Wśród czynników środowiskowych (modyfikowalnych) wyróżnić można 
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siedzący tryb życia i dietę, a także związany z nimi styl życia oraz otyłość. Dodatkowo 

czynniki ryzyka rozwoju T2DM mogą stanowić kombinację niezrównoważonej diety, 

siedzącego trybu życia oraz czynników genetycznych, które to również mogą wzajemnie 

ze sobą oddziaływać9. Według ostatnich doniesień literaturowych znaczącą rolę  

w etiologii T2DM odgrywa również mikroflora jelitowa (z ang. gut microbiota, GM)10, 

której skład może być zaburzony przez wyżej wymienione czynniki środowiskowe  

czy też genetyczne. 

4.2. Stan przedcukrzycowy  

Stan przedcukrzycowy może charakteryzować się nieprawidłową glikemią na czczo  

(z ang. impaired fasting glucose, IFG) i/lub zaburzoną tolerancją glukozy  

(z ang. impaired glucose tolerance, IGT). Według wytycznych PTD (Polskiego 

Towarzystwa Diabetologicznego), IFG diagnozuje się na podstawie stężenia glukozy  

na czczo ≥100 mg/dl (5.6 mmol/l), ale <126 mg/dl (7.0 mmol/l), a IGT jako stężenie 

glukozy w 120 minucie po doustnym obciążeniu 75 g glukozy w doustnym teście 

obciążenia glukozą (OGTT, z ang. oral glucose tolerance) ≥140 mg/dl (7.8 mmol/l),  

ale <200 mg/dl (11.1 mmol/l)11. Pomimo, iż zarówno nieprawidłowa glikemia na czczo, 

jak i nietolerancja glukozy wynikają z insulinooporności, różnią się lokalizacją tego 

zjawiska. U pacjentów z izolowaną IFG przeważa insulinooporność wątrobowa,  

z zachowaną prawidłową insulinowrażliwością mięśni szkieletowych. Z kolei pacjenci  

z izolowaną IGT mają prawidłową lub nieznacznie zmniejszoną wrażliwość hepatocytów 

na insulinę oraz umiarkowaną lub ciężką insulinooporność mięśni szkieletowych.  

U pacjentów z jednoczesną IFG i IGT stwierdza się insulinooporność zarówno mięśni 

szkieletowych, jak i wątroby. Z czasem zaburzenie czynności komórek β trzustki 

postępuje, prowadząc do rozwoju T2DM12.  

Szacuje się, że u 5–10% osób z IFG i/lub IGT w ciągu roku rozwinie się T2DM13. 

Występowanie stanu przedcukrzycowego niesie ze sobą ryzyko rozwoju T2DM,  

a jednocześnie jest sygnałem do podjęcia działań profilaktycznych, które mogą pozwolić  

na zahamowanie rozwoju choroby. Poprzez zmianę trybu życia (np. poprawę nawyków 

żywieniowych, aktywność fizyczną) czy też suplementację probiotykami można opóźnić 

proces rozwoju T2DM, a nawet cofnąć stan przedcukrzycowy14. Określone 

mikroorganizmy probiotyczne poprzez poprawę wrażliwości na insulinę i pozytywny 

wpływ na poziom glukozy we krwi mogą zapobiec lub opóźnić rozwój T2DM15.  
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4.3. Wpływ czynników genetycznych oraz diety na rozwój cukrzycy typu 2 

Badania nad genetycznymi predyspozycjami do rozwoju T2DM mają nie tylko duże 

znaczenie naukowe, ale także w coraz większym stopniu prognostyczne, profilaktyczne  

i terapeutyczne16. Znanych jest kilkanaście genów, 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 białko homeoboksowe prospero 1  

(z ang. Prospero homeobox 1, PROX1), których prawidłowe funkcjonowanie powiązane 

jest z regulacją poziomu glukozy i insuliny, akumulacją tkanki tłuszczowej, zaburzeniami 

metabolizmu lipidów oraz insulinoopornością, a zatem również ze skłonnością  

do zapadania na T2DM17. Powiązanie tych genów z występowaniem T2DM jest dobrze 

udokumentowane, jednak nie zostały w pełni poznane mechanizmy związane  

z funkcjonowaniem tych genów, które są odpowiedzialne za powstanie wczesnych 

zaburzeń prowadzących do rozwoju T2DM18. 

Polimorfizm pojedynczego nukleotydu w genie PROX1 jest silnym genetycznym 

czynnikiem podatności na upośledzenie funkcji komórek β i rozwój T2DM. Badanie 

Genome Wide Association Studies (GWAS) pozwoliło na identyfikację ponad 100 loci 

polimorfizmu pojedynczego nukleotydu (z ang. single nucleotide polimorphism, SNP) 

zaangażowanych w występowanie T2DM17. Już w 2005 roku Harvey i wsp.19 badali 

model zwierzęcy, gdzie heterozygotyczne dorosłe myszy obarczone polimorfizmem  

w genie PROX1 stały się otyłe i miały wyższe poziomy insuliny w surowicy oraz były 

podatne na akumulację lipidów w wątrobie. W innym badaniu potwierdzono, że osoby 

posiadające ten wariant miały upośledzoną tolerancję glukozy i zwiększoną ilość tłuszczu 

trzewnego w porównaniu do osób bez tego polimorfizmu. Mimo licznych badań  

nad zależnością pomiędzy polimorfizmem w genie PROX1 a T2DM jego rola nie została  

do tej pory w pełni wyjaśniona, co może świadczyć o bardziej złożonym wpływie genu 

PROX1 na procesy towarzyszące rozwojowi T2DM20. Tym samym wydało się 

uzasadnione przeprowadzenie kolejnych badań próbujących te zależności wyjaśnić.  

Gwałtowny wzrost częstości występowania T2DM w ciągu ostatnich kilku dekad nie 

może być związany tylko z predyspozycjami genetycznymi. Potwierdzono,  

że nieodpowiednia dieta może być czynnikiem przyspieszającym określone zaburzenia 

metaboliczne u osób podatnych na T2DM, również z przyczyn genetycznych7. Jak dotąd 

niewiele było badań potwierdzających znaczenie interakcji gen–dieta w rozwoju 

T2DM8,21,22. Analizy tych interakcji nie tylko w kontekście poszczególnych składników 
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żywieniowych, ale także diety rozpatrywanej pod kątem makroelementów, może pomóc 

zaprojektować oraz wdrożyć zindywidualizowane zalecenia dietetyczne dla osób z grupy 

ryzyka. W jednym z badań22 oceniono, przy pomocy chromatografii cieczowej sprzężonej 

ze spektrometrią mas (z ang. liquid chromatography with mass spectrometry, LC–MS) 

wpływ polimorfizmu w genie PROX1 na zmiany w poziomie metabolitów w osoczu 

zdrowych mężczyzn po posiłku wysokowęglowodanowym (WW)  

i normowęglowodanowym (NW). Badania te wykazały zmieniony poposiłkowy profil 

metabolitów u nosicieli genotypu ryzyka ze szczególnym uwzględnieniem metabolitów 

związanych ze stanem zapalnym, stresem oksydacyjnym, metabolizmem lipidów  

i kwasów tłuszczowych (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” wchodzącej w skład cyklu publikacji tworzących niniejszą 

rozprawę zbadano zmiany w profilu metabolitów osocza po posiłku NW i WW na tej 

samej grupie pacjentów, ale przy użyciu chromatografii gazowej sprzężonej  

ze spektrometrią mas (z ang. gas chromatography with mass spectrometry, GC–MS), 

która pozwala na pomiar metabolitów należących do innych klas niż wykorzystana  

w poprzedniej publikacji, technika LC-MS. Otrzymane wyniki pozwoliły  

na identyfikację szlaków, które zmieniają się w zależności od ilości spożytych 

węglowodanów (posiłek NW lub WW), prowadząc do określonych odpowiedzi 

metabolicznych, związanych z ryzykiem przyspieszonego rozwoju T2DM. Dodatkowo, 

możliwe było przeprowadzenie kompleksowej analizy szlaków w oparciu o wyniki 

otrzymane przy użyciu obu platform analitycznych. Badania te dostarczyły nowych 

informacji odnośnie interakcji gen–dieta, które mogą być przyczyną rozwoju T2DM.  

Jest to szczególnie ważne, gdyż w badaniu wzięli udział zdrowi nosiciele alleli ryzyka  

w genie PROX1.  

4.4. Zaburzenia związane z mikrobiomem jelitowym a rozwój cukrzycy typu 2 

Mikrobiom jelitowy, którego skład zależny jest m.in. od czynników genetycznych  

i środowiskowych, ma ogromny wpływ na rozwój T2DM. Badania przeprowadzone  

na wolnych od drobnoustrojów myszach karmionych dietą wysokotłuszczową  

i standardową dietą wykazały, że profile metaboliczne osocza zależą głównie  

od różnorodności i składu drobnoustrojów, niezależnie od rodzaju diety23. Dieta uboga  

w błonnik skutkuje zmniejszoną różnorodnością mikrobiomu, a bogata w błonnik 
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zwiększa różnorodność gatunków bytujących w jelicie i ilość produkowanych  

przez bakterie krótkołańcuchowych kwasów tłuszczowych (z ang. short chain fatty acids, 

SCFAs) niezbędnych dla właściwego funkcjonowania jelit. Uważa się, że niska 

zawartość błonnika, wysoka zawartość białka i tłuszczy w pokarmie, a także niezdrowa, 

wysoko przetworzona żywność mogą wywołać dysbiozę. Dieta wysokotłuszczowa może 

zwiększyć odsetek gatunków bakterii gram–ujemnych w mikroflorze jelitowej24. 

Liposacharydy (LPS), główny składnik zewnętrznej błony komórkowej bakterii gram–

ujemnych, może występować w wysokich stężeniach i być wchłaniany przez jelita25. 

Ponadto, LPS stymuluje nieaktywny układ odpornościowy, wiążąc się z receptorem toll–

podobnym (z ang. toll–like receptor, TLR), aktywując komórki odpornościowe w celu 

uwolnienia cytokin zapalnych, co sprzyja insulinooporności spowodowanej odpowiedzią 

zapalną wywołaną przez endotoksyny26. Innym potencjalnym mechanizmem związanym 

z homeostazą ekosystemu jelitowego jest układ endokannabinoidowy. LPS oddziałuje  

z receptorami endokannabinoidowymi, modulując przepuszczalność jelit i translokację 

LPS, zwiększając poziom krążącego LPS i indukując metaboliczną endotoksemię27. 

GM jest dużą populacją mikroorganizmów żyjących w przewodzie pokarmowym 

człowieka6. Wśród nich wyróżnia się około 1000 gatunków z ponad 400 różnych 

rodzajów6,10, należących głównie do pięciu typów (Rycina 1): Firmicutes, które stanowią 

60–80% (z których najważniejsze to Ruminiococcus, Clostridium i Lactobacillus); 

Bacteroidetes stanowiące 20–30% (obejmujące głównie Bacteroides, Prevotella  

i Xylanibacter) oraz Actinobacteria, które stanowią około 10% (z przewagą rodzaju 

Bifidobacterium), natomiast Proteobacteria (takie jak Escherichia i Enterobacteriaceae)  

są jeszcze rzadziej spotykane28,29. 
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Rycina 1. Główne gatunki bakterii wchodzące w skład mikrobiomu jelitowego 

człowieka. 

W związku z tym, iż mikroorganizmy te mogą bezpośrednio wpływać na stan 

zdrowia, w ostatnim czasie cieszą się one coraz większym zainteresowaniem 

naukowców30. Przeprowadzono wiele badań, na podstawie których potwierdzono,  

że zaburzenia składu i funkcji GM są obserwowane w patogenezie takich chorób 

metabolicznych, jak otyłość10,31-33 czy T2DM10,31,34-36 (Rycina 2). U osób chorych  

na T2DM potwierdzono zmieniony skład GM w porównaniu ze składem GM osób 

zdrowych. W pracy przeglądowej 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”, 

wchodzącej w skład cyklu publikacji tworzących niniejszą rozprawę, przedstawiono 

aktualny stan wiedzy na ten temat. Informacje zebrane na podstawie przeglądu 

literaturowego potwierdziły, że GM mogą korzystnie lub negatywnie wpływać  

na występowanie chorób metabolicznych10.  
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Rycina 2. Wpływ zaburzeń składu GM na rozwój T2DM (BCAAs – aminokwasy 

rozgałęzione; LPS – liposacharydy; TRL4 – receptor toll–podobny 4; NF–κB – kompleks 

białkowy działający jako czynnik transkrypcyjny). 

Na podstawie danych literaturowych przedstawiających spójne wyniki badań  

na modelach zwierzęcych oraz u ludzi, można stwierdzić, że rodziny Bifidobacterium, 

Bacteroides, Faecalibacterium, Akkermansia i Roseburia są negatywnie skorelowane, 

podczas gdy rodziny Ruminococcus, Fusobacterium i Blautia są pozytywnie związane  

z rozwojem T2DM. W badaniach przeprowadzonych na ludziach przez Larsen i współ.25 

oraz Karlsson i współ.37 potwierdzono, że u pacjentów ze zdiagnozowaną T2DM 

zaobserwowano zmniejszenie liczebności drobnoustrojów wytwarzających kwas 

masłowy, takich jak: Roseburia, Faecalibacterium i Eubacterium oraz zwiększenie 

liczebności Clostridium i Lactobacillus. Sedighi i współ.38 zaobserwowali, że bakterie  

z rodzaju Lactobacillus, Bifidobacterium, Fusobacterium występowały liczniej u osób 

zdrowych w porównaniu z pacjentami z T2DM, ale nie zaobserwowali istotnej różnicy  

w liczbie bakterii z rodzaju Prevotella między osobami chorymi na T2DM, a zdrowymi. 

Szczegółowe informacje dotyczące przeglądu literaturowego zwarte są w publikacji10 

będącej częścią rozprawy. 
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4.4.1. Wpływ mikrobiomu na produkcję oraz transformację metabolitów 

Jak wspomniano powyżej, zaburzenia składu mikrobiomu jelitowego mogą być 

związane z rozwojem chorób metabolicznych39. Dodatkowo należy podkreślić, że GM  

jest odpowiedzialna za produkcję lub transformację endogennych małych cząsteczek  

(z ang. microbiota dependent metabolites, MDMs), które regulują interakcje między 

gospodarzem, a mikroflorą jelitową (Rycina 3). Lista takich metabolitów obejmuje 

głównie SCFAs40, rozgałęzione kwasy tłuszczowe (z ang. branched chain fatty acids, 

BCFAs)41, aminokwasy aromatyczne (z ang. aromatic amino acids, AAAs)42, 

aminokwasy rozgałęzione (z ang. branched chain amino acids, BCAAs)43, kwasy 

żółciowe (z ang. bile acids, BAs)44 oraz inne45. Produkcja SCFAs może mieć wpływ  

na prawidłowe funkcjonowanie układu pokarmowego, ale także poprawę homeostazy 

glukozy. Synteza BCAAs może mieć wpływ na wystąpienie insulinooporności, a BAs 

mogą mieć wpływ na metabolizm wielu związków46 (Rycina 3). 

 

 

Rycina 3. Udział mikrobiomu jelitowego w utrzymaniu homeostazy gospodarza. 
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4.4.1.1. Krótkołańcuchowe kwasy tłuszczowe pochodzenia mikrobiologicznego 

SCFAs to klasa najlepiej przebadanych metabolitów związanych z GM10. Metabolity  

te powstają w okrężnicy jako końcowe produkty fermentacji złożonych węglowodanów  

(z ang. carbohydrates, CARBs) oraz skrobi czy też błonnika47. Definiuje się je jako FAs  

o mniej niż sześciu atomach węgla, w tym kwas mrówkowy, kwas octowy, kwas 

propionowy, kwas masłowy i kwas walerianowy. Metabolity te wspomagają procesy 

regeneracji, uszczelniają ścianę jelit, utrzymują prawidłowe pH. Wykazują również silne 

działanie przeciwzapalne, hamując aktywność mediatorów stanu zapalnego48. Kwas 

octowy po wchłonięciu do krwiobiegu dociera do tkanek obwodowych, gdzie jest 

wykorzystywany przez komórki do syntezy FAs i cholesterolu40. Metabolit ten  

jest wytwarzany przez większość bakterii jelitowych, takich jak Lactobacillus, 

Bifidobacterium, Akkermansia muciniphila, Bacteroides, Prevotella, Ruminococcus  

i Streptococcus49. Kwas propionowy jest wytwarzany przez bakterie jelitowe takie  

jak Akkermansia, Bacteroidetes, Bifidobacterium, Prevotella i Ruminococcus poprzez 

szlak bursztynianowy, akrylanowy i propanodiolowy. Wchłaniany przez krążenie wrotne, 

bierze udział w lipogenezie i glukoneogenezie, pełniąc ważną funkcję w utrzymaniu 

równowagi energetycznej organizmu50. Kwas masłowy stanowi źródło energii  

dla kolonocytów, zwiększa termogenezę oraz utlenianie FAs, działa również 

przeciwzapalnie. W wielu badaniach wykazano, że zwiększenie stężenia kwasu 

masłowego poprawia wrażliwość na insulinę51. 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 catus52 poprzez szlaki transferazy butyrylo–koenzymu A, 

fosfotransbutyrylazy czy kinazy maślanowej53. 

W literaturze można znaleźć wiele doniesień opisujących związek między poziomem 

SCFAs, a rozwojem T2DM. Zostały one przedstawione w artykule przeglądowym 

będącym częścią rozprawy10. Przeprowadzone badania podkreślają korzystny wpływ 

SCFA na uwalnianie glukagonopodobnego peptydu 1 (GLP–1) i peptydu YY (PYY)  

z komórek endokrynnych, a tym samym na regulację stężenia glukozy oraz na poprawę 

wrażliwości na insulinę. Dodatkowo w wątrobie SCFAs mogą hamować lipogenezę, 

produkcję glukozy i akumulację lipidów. W trzustce metabolity te pobudzają komórki β 

do wydzielania insuliny. SCFAs aktywują również glukoneogenezę jelitową  

oraz poprawiają wrażliwość mięśni na insulinę i funkcję mitochondriów (Rycina 4)46.  
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Na podstawie dokonanego przeglądu literaturowego można pozwolić sobie również  

na stwierdzenie, że opublikowane dotychczas wyniki są niespójne. Sato i współ.54 

odnotowali ujemny związek między poziomem SCFAs a T2DM; gdyż w ich badaniu 

całkowite stężenie SCFAs w kale u pacjentów z T2DM było istotnie niższe niż w grupie 

kontrolnej. Natomiast Adachi i współ.55 nie znaleźli istotnych statystycznie różnic  

w całkowitym stężeniu SCFAs w kale między grupą kontrolną, a pacjentami z T2DM. 

Niemniej jednak, biorąc pod uwagę poszczególne SCFAs, pacjenci z T2DM  

(w porównaniu z grupą kontrolną) mieli niższy poziom kwasu propionowego, 

walerianowego i masłowego oraz wyższy poziom bursztynianu w próbkach kału. 

Schwiertz i współ.56 zaobserwowali, że całkowite stężenie SCFAs w próbkach kału 

otyłych ochotników było o ponad 20% wyższe niż u szczupłych ochotników. Największy 

wzrost zaobserwowano dla kwasu propionowego, a następnie dla masłowego. 

 

 

Rycina 4. Pochodzenie SCFAs i ich wpływ na rozwój T2DM (zmodyfikowano na 

podstawie Du i współ.46).  

W wyniku fermentacji błonnika pokarmowego przez bakterie jelitowe uwalniane  

są SCFAs. SCFAs mogą promować uwalnianie peptydu YY (PYY) i glukagonopodobnego 

petydu (GLP–1) z enteroendokrynnych komórek L oraz uwalnianie leptyny (hormonu 
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sytości) z tkanki tłuszczowej. Ponadto wzrostowi poziomu SCFAs, towarzyszy wzrost 

wydatku energetycznego w tkance tłuszczowej oraz zmniejszenie gromadzenia się 

lipidów. W wątrobie SCFAs mogą hamować lipogenezę, produkcję glukozy i akumulację 

lipidów. W trzustce SCFAs pobudzają komórki β i promują wydzielanie insuliny.  

Poza tym znane są doniesienia wskazujące, iż SCFAs aktywują glukoneogenezę jelitową  

oraz poprawiają wrażliwość mięśni na insulinę oraz funkcje mitochondriów. 

4.4.1.2. Aminokwasy pochodzenia mikrobiologicznego 

Niektóre z aminokwasów (z ang. amino acids, AAs) uwalnianych przez bakterie 

jelitowe mogą służyć również jako prekursory do syntezy SCFAs, przyczyniając się tym 

samym do rozwoju chorób metabolicznych57. FAs o rozgałęzionych łańcuchach,  

takie jak izomaślan, 2–metylomaślan i izo–walerianian, mogą również pochodzić  

z fermentacji BCAAs58. Glicyna (Gly), treonina (Thr), kwas glutaminowy (Glu)  

i ornityna (Orn) mogą być metabolizowane przez bakterie beztlenowe do kwasu 

octowego. Lizyna (Lys), Glu i Thr są substratami do produkcji kwasu masłowego. 

Ponadto, Thr może być wykorzystana do syntezy kwasu propionowego59. Alanina (Ala), 

leucyna (Leu), isoleucyna (Ile), walina (Val) i histydyna (His) są wykorzystywane jako 

donory wodoru w reakcjach metabolicznych. Natomiast Gly, prolina (Pro), Orn i arginina 

mają tendencję do działania jako akceptory60. 

Liczba bakterii fermentujących AAs w jelicie grubym jest bardzo duża, może sięgać 

nawet 1011 na gram suchej masy kałowej61. Clostridium bifermentans jest dominującą 

bakterią wykorzystującą Lys lub Pro62. Bakterie Peptostreptococcus mają duży udział  

w rozkładzie Glu lub tryptofanu (Trp)63. Trp jest metabolizowany przez bakterie jelitowe  

do indolu, kwasu indolo–3–propionowego (IPA), tryptaminy i 5–hydroksytryptaminy 

(Rycina 5). Tryptamina hamuje hiperglikemię wywołaną glukozą i wspomaga 

wydzielanie insuliny. 5–hydroksytryptamina może promować wydzielanie insuliny  

i hamować przyrost masy ciała, hiperglikemię i insulinooporność. Tyrozyna (Tyr) może 

ulec rozkładowi do tyraminy pod działaniem dekarboksylazy tyrozynowej 

drobnoustrojów jelitowych. Tyramina może również stymulować wychwyt glukozy  

i poprawiać tolerancję glukozy. Ponadto, propionian imidazolu może upośledzać 

tolerancję glukozy i sygnalizację insulinową46. 

Bakterie należące do Clostridium dominują w procesie fermentacji AAs w jelicie 

grubym człowieka. Jednak inne gatunki bakterii, takie jak Fusobacterium, Bacteroides, 
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Veillonella, Megasphaera elsdenii i Selenomonas ruminantium, mogą być również 

istotne dla metabolizmu AAs w tej części ludzkiego przewodu pokarmowego64. Według 

dostępnych danych potwierdzono, że GM może również syntetyzować de novo  

w przewodzie pokarmowym niektóre AAs 61. Argininę mogą wytwarzać Bacteroides 

thetaiotaomicron i Fusobacterium varium, Trp mogą wytwarzać Streptococcus, 

Escherichia coli i Enterococcus natomiast Tyr Bacillus i Serratia64. Te przykłady 

potwierdzają ogromne znaczenie drobnoustrojów jelitowych w metabolizmie AAs, 

niezależnie od żywienia i fizjologii gospodarza.  

Liczne badania na ludziach wykazały, że stężenia BCAAs i AAAs w próbkach 

biologicznych (osoczu, kale i moczu) są związane z opornością na insulinę. Na podstawie 

pomiaru ilości tych metabolitów można ocenić ryzyko rozwoju T2DM65,66. Utlenianie 

BCAAs może zwiększać utlenianie FAs, a także odgrywać rolę w rozwoju otyłości. Chen  

i współ.67 potwierdzili, że poziom BCAA (Val, Leu i Ile), AAAs (fenyloalaniny (Phe), 

Trp i Tyr), glukoneogennych AAs (Ala, Glu i glutaminy (Gln)) oraz innych AAs (Orn  

i Lys) w surowicy powiązany jest z ryzykiem rozwoju T2DM. Wysokie stężenia Val, 

Leu, Ile, Phe, Tyr, Ala, Glu, Orn i Lys wiążą się ze zwiększonym ryzykiem, natomiast 

wysokie stężenie Gln ze zmniejszonym ryzykiem zachorowania na T2DM. Leu, Phe, Gln 

i Glu mogą indukować wydzielanie insuliny przez komórki β trzustki i powodować 

rozwój T2DM poprzez hiperinsulinemię, prowadząc do wyczerpania komórek β trzustki. 

Niektóre mechanizmy, takie jak stymulacja uwalniania glukagonu z komórek trzustki  

i zwiększenie transaminacji pirogronianu do Ala, silnego promotora glukoneogenezy, 

mogą wyjaśniać potencjalnie niekorzystną rolę Glu w ryzyku rozwoju T2DM68,69.  

W wielu badaniach, również kohortowych, opisano związek pomiędzy poziomem 

BCAAs w osoczu, a wystąpieniem T2DM66,70,71. Podsumowując, metabolizm 

aminokwasów i glukozy są ze sobą ściśle powiązane. AAs stanowią główny rezerwuar  

do glukoneogenezy i wpływają na wydzielanie insuliny oraz glukagonu. Oba procesy 

ulegają zmianie na wczesnym etapie patogenezy T2DM, co sprawia, że niektóre AAs 

mogą być dobrymi predyktorami chorób metabolicznych. 
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Rycina 5. Wpływ AAs na rozwój T2DM (zmodyfikowano na podstawie Du i wsp.46).  
 

Pochodzący z pożywienia tryptofan jest metabolizowany przez bakterie jelitowe  

do indolu, kwasu indolo–3–propionowego (IPA), tryptaminy i 5–hydroksytryptaminy  

(5–HT). Indol może stymulować jelitowe komórki L do wydzielania GLP–1, promując  

w ten sposób wydzielanie insuliny i hamowanie wydzielania glukagonu. IPA obniża 

poziom glukozy we krwi na czczo i poprawia oporność na insulinę. Tryptamina hamuje 

hiperglikemię wywołaną glukozą i wspomaga uwalnianie insuliny. 5–HT może promować 

wydzielanie insuliny i hamować przyrost masy ciała, hiperglikemię i insulinooporność. 

Metabolit ten wywołuje oporność na insulinę i zwiększa poziom glukozy we krwi. 

Arginina z pożywienia może być zamieniona przez GM  na agmatynę. Agmatyna 

wspomaga uwalnianie insuliny i poprawia wychwyt glukozy przez komórki  

oraz wrażliwość na insulinę. W wyniku działania dekarboksylazy tyrozynowej 

drobnoustrojów jelitowych Tyr może ulec rozkładowi do tyraminy. Tyramina może 

stymulować wychwyt glukozy i poprawiać tolerancję glukozy.  

4.4.1.3. Kwasy żółciowe pochodzenia mikrobiologicznego 

Kolejnym dowodem na udział flory zasiedlającej przewód pokarmowy  

w patogenezie insulinooporności i T2DM jest wpływ GM na metabolizm BAs i tworzenie 

wtórnych BAs (Rycina 6). Te z kolei, poprzez aktywację między innymi receptora 

jądrowego (z ang. farnesoid X receptor, FXR) i błonowego (z ang. G–protein–coupled 

bile acid receptor, Gpbar1 –TGR5), biorą udział w metabolizmie glukozy, lipidów  

oraz w regulacji wrażliwości na insulinę. Zaobserwowano, że pacjenci z T2DM mają 

obniżone stężenie wtórnych BAs72. Uważa się również, że duża zawartość tłuszczy  

w diecie skutkuje zwiększeniem liczebności bakterii gram–ujemnych we florze 
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bakteryjnej przewodu pokarmowego. LPS, który jest integralnym składnikiem 

zewnętrznej błony komórkowej bakterii gram–ujemnych, indukuje stan zapalny. 

Przewlekła endotoksemia przyczynia się do wzrostu stężenia glukozy, triglicerydów  

oraz insulinooporności. Badania wykazały, że u pacjentów z T2DM obserwuje  

się podwyższone stężenie bakteryjnego LPS73. 

Bakterie takie jak Bacteroides, Eubacterium, Bifidobacterium, Ruminococcus, 

Peptostreptococcus, Propionibacterium, Clostridium, Lactobacillus, Escherichia, 

Streptococcus i rodzaj Methanobrevibacter, zwłaszcza niektóre Clostridia, w tym  

C. scindens, C. hiranonis, C. hylemonae (Clostridium klaster XVIa ) i C. sordelli 

(Clostridium klaster XI) są zdolne do wytwarzania wtórnych BAs73. W jednym z badań 

potwierdzono dodatnią korelację pomiędzy poziomem BAs, a typami bakterii 

Clostridium, Parasutterella secunda, Turicibacter sp. i ujemną korelację z Acidovorax 

wohlfahrtii, Allobaculum stercoricanis, Anaerotruncus sp., Bacteroides uniformis, 

Blautia glucerasea, Butyricimonas virosa, Clostridium papyrossolvens, Enterococcus 

gallinarum, Microbacterium maritypicum, Lachnospiraceae bacterium i Lactococcus 

plantarum59. 

 

Rycina 6. Źródło BAs i ich wpływ na rozwój T2DM (zmodyfikowano na podstawie 

Du i wsp.46). 
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Kwasy żółciowe (BAs) są syntetyzowane z cholesterolu w wątrobie i wydzielane  

do żółci oraz dwunastnicy. Sprzężone BAs są przekształcane przez drobnoustroje jelitowe  

do drugorzędowych BAs poprzez dekoniugację, dehydroksylację i epimeryzację. BAs 

działają na dwa receptory (jądrowy, z ang. farnesoid x factor FXR oraz receptor kwasu 

żółciowego sprzężony z białkiem TGR5), regulując homeostazę glukozy w organizmie. 

Dzięki aktywacji TGR5 przez BAs w komórkach L jelit i α trzustki komórki mogą 

promować uwalnianie glukagonopodobnego peptydu (GLP–1), który promuje 

wydzielanie insuliny z komórek β trzustki, obniżając w ten sposób poziom glukozy  

we krwi. Ponadto aktywacja jelit przez BAs promuje uwalnianie czynnika wzrostu 

fibroblastów (z ang. fibroblast growth factor, FGF15/19), który wiąże się z wątrobowym 

receptorem FGF4/βKlotho i hamuje ekspresję 7α- hydroksylazy cholesterolu (CYP7A1), 

zmniejszając w ten sposób syntezę BA w wątrobie. FGF15/19 może również promować 

syntezę glikogenu w wątrobie i hamować glukoneogenezę w wątrobie. Z drugiej strony , 

hamowanie jelitowego FXR przez niektóre BAs zmniejsza syntezę ceramidów, a następnie 

hamuje glukoneogenezę w wątrobie. Poza tym hamowanie FXR w komórkach L jelit może 

promować wydzielanie GLP–1, poprawiając w ten sposób poziom glukozy we krwi. 

Takie składniki żywnościowe jak cholina, karnityna lub betaina mogą być 

metabolizowane przez mikroflorę jelitową w celu wytworzenia trimetylaminy – TMA, 

która jest następnie przekształcana w wątrobie do N–tlenku trimetylaminy (TMAO). 

TMAO aktywuje kinazę białkową retikulum endoplazmatycznego (z ang. protein kinase 

RNA–like ER kinase, PERK) w celu promowania dysfunkcji metabolicznych  

i hiperglikemii. TMAO może promować oporność na insulinę i zwiększać poziom 

glukozy we krwi na czczo (z ang. fasting glucose, FG). W wątrobie TMAO promuje 

glukoneogenezę i zmniejsza wątrobowy transport glukozy i stężenie glikogenu  

(Rycina 6).  

4.4.2. Suplementacja probiotyków, a rozwój cukrzycy typu 2 

Przywrócenie prawidłowego składu mikrobiomu jelitowego przez probiotyki było 

wielokrotnie stosowane w leczeniu T2DM i jej powikłań15. Mechanizmy działania 

przeciwcukrzycowego probiotyków obejmują poprawę funkcji bariery jelitowej, 

zmniejszenie stanu zapalnego, modyfikację GM, obniżenie poziomu cholesterolu  

i regulację sygnalizacji insulinowej15,74,75. Dysbioza ma znaczący wpływ na funkcję 

bariery jelitowej, w szczególności powoduje utratę jej integralności, co może prowadzić 

do stymulacji translokacji do krwiobiegu mediatorów stanu zapalnego, takich LPS,  
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co z kolei wyzwala reakcje zapalne i insulinooporność. W kilku badaniach opisano 

aktywność przeciwutleniającą różnych gatunków bakterii kwasu mlekowego, w tym 

Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus lactics i Lactobacillus plantarum74.  

Na podstawie przeglądu literaturowego potwierdzone zostało również, że wiele objawów 

związanych z T2DM i insulinoopornością można złagodzić poprzez uzupełnianie 

probiotyków takich jak: Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus acidophilus  

czy Bifidobacterium oraz bakterii wytwarzających kwas masłowy, Clostridium 

butyricum, Roseburia, Faecalibacterium i Eubacterium10. Wykazano, że podawanie 

Lactobacillus reuteri obniża poziom glikemii i stężenie hemoglobiny glikowanej 

(HbA1c) oraz zapobiega zwłóknieniu nerek76. Sugerowano również, że Bifidobacterium 

adolescentis poprawia wrażliwość na insulinę77 poprzez zwiększoną produkcję GLP–1. 

GLP–1 zwiększa tolerancję glukozy poprzez złożone mechanizmy obejmujące modulację 

wydzielania insuliny, masy komórek trzustki i przyjmowania pokarmu78. Wykazano 

również, że osoby nawet ze zdiagnozowaną T2DM, po spożywaniu przez sześć tygodni 

jogurtu zawierającego Lactobacillus acidophilus i Bifidobacterium lactis wykazywały 

obniżoną glikemię na czczo i obniżony poziom HbA1c, a także wyższą aktywność 

dysmutazy ponadtlenkowej i peroksydazy glutationowej w porównaniu z grupą 

kontrolną79. 

4.4.3. Występowanie metabolitów związanych z florą jelitową w próbkach 

biologicznych 

Produkty przemian metabolitów należących do wyżej opisanych grup mogą być 

ważnymi modulatorami szlaków, odgrywając rolę w rozwoju różnych chorób 

metabolicznych, w tym także T2DM6. Z tego powodu dokładne oznaczenie MDMs  

w próbkach biologicznych może mieć znaczenie w lepszym zrozumieniu wpływu GM  

na organizm, a także przyczynić się do ujawnienia nowych metabolitów, które mogą 

poprawić diagnostykę T2DM. Ustalenie zależności między GM a T2DM może być 

pomocne w opracowaniu zintegrowanych strategii w celu zapobiegania oraz leczenia 

T2DM, w tym z wykorzystaniem probiotyków10. Dlatego też w przeglądzie 

literaturowym będącym częścią 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”, wchodzącej w skład cyklu publikacji, przedstawiono aktualny stan 

wiedzy na temat składu GM i metabolitów związanych z GM w odniesieniu do postępu  
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i rozwoju otyłości oraz T2DM. MDMs zostały wykryte w różnych próbkach 

biologicznych, takich jak kał, mocz, surowica czy też osocze80,81. Spośród wszystkich 

wymienionych próbek, kał jest niezwykle cennym materiałem biologicznym, którego 

analiza może odzwierciedlać stan zdrowia nie tylko dolnego odcinka przewodu 

pokarmowego, ale i całego organizmu10. W wielu badaniach poświęconych składowi GM 

oraz MDM wykorzystano właśnie ten materiał do badań. Dlatego też w pracy 

przeglądowej wchodzącej w skład cyklu publikacji10 skupiono się na sposobach 

przygotowania próbek kału do analiz przy pomocy GC–MS oraz LC–MS.  

Na podstawie przeglądu literaturowego ustalono, że analiza MDMs w tak złożonym 

materiale jake kał jest dużym wyzwaniem pod względem analitycznym  

i biochemicznym10. Kał jest dość trudny do zbadania, ponieważ jest niejednorodny  

pod względem składu, bogaty w makrocząsteczki i cząstki niestrawionego pokarmu,  

co może komplikować ich analizę metodami instrumentalnymi82. Opracowanie 

procedury ekstrakcji pozwalającej na uniknięcie efektu matrycowego może być bardzo 

skomplikowane. Ponadto, skład kału jest wysoce zależny od czynników dietetycznych,  

a jednocześnie stanowi pierwotną próbkę, w której wyraża się metabolizm organizmu 

żywiciela i GM83. Dlatego tak ważne jest zastosowanie odpowiedniej metodyki 

przygotowania próbki i analizy metabolitów, która zrekompensuje dużą zmienność 

próbki28. 

Osocze i surowica są próbkami biologicznymi, które mogą być pozyskiwane  

w sposób bardziej inwazyjny, ale analiza ich metabolomu może również odzwierciedlać 

zmiany w całym organizmie84, w tym w składzie MDMs85,86. Dodatkowo, analizy  

przy użyciu GC-MS obu materiałów dostarczyły wielu cennych informacji odnośnie 

zmian w poziomie związków drobnocząsteczkowych w kontekście rozwoju 

T2DM6,7,87,88. Udowodniono również, że wiele gatunków GM mających wpływ na rozwój 

T2DM wykazuje związek z metabolitami znajdującymi się we krwi45. Badania 

przeprowadzone przez Visconti i współ.89 potwierdziły, że chociaż stężenie metabolitów 

związanych z GM w krwiobiegu jest znacznie niższe niż w kale, to metabolity  

te odgrywają ważną rolę w modulowaniu metabolizmu ogólnego gospodarza. Dlatego też 

na kolejnym etapie badań poświęconych GM oraz T2DM, skupiliśmy się na przeglądzie 

literatury30,86,89-93 oraz informacjach dostępnych w HMDB odnośnie MDM 

wykrywanych w próbkach surowicy oraz osocza, a także na szlakach metabolicznych, 

które mogą być zaburzane przez GM. Efekty tej pracy przedstawiono w pierwszej części 
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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” wchodzącej w skład cyklu publikacji tworzących niniejszą rozprawę. 

Odpowiednim narzędziem do pomiaru próbek osocza oraz surowicy w kontekście MDM  

jest metabolomika, głównie z wykorzystaniem takich technik analitycznych jak GC–MS 

czy LC–MS.  

 4.5. Metabolomika 

Metabolomika jest bardzo dynamicznie rozwijającą się dziedziną nauki. Obok 

proteomiki, transkryptomiki i genomiki odgrywa istotną rolę w badaniach z zakresu 

biologii systemów94. Celem badań metabolomicznych jest poznanie kompletnego składu 

metabolitów (metabolomu), który zmienia się w zależności od stanu fizjologicznego, 

stopnia rozwoju choroby bądź obecności zaburzeń w funkcjonowaniu komórek, tkanek, 

narządu lub narządów czy też całego organizmu95. Metabolom człowieka to złożona 

kompozycja drobnocząsteczkowych związków, zazwyczaj o masie molekularnej 

mieszczącej się w granicach 80 – 1500 Da, należących do różnych klas chemicznych. 

Wśród nich wyróżnia się m.in. CARBs, lipidy, AAs, peptydy, minerały, aminy biogenne, 

nukleotydy, kwasy organiczne (z ang. organic acids, OrgAs), witaminy czy hormony 96.  

Obecnie metabolomika wykorzystywana jest powszechnie w badaniach 

biomedycznych skupiających się na poszukiwaniu nowych predyktorów różnych 

chorób97, badaniu efektów terapeutycznych leków lub substancji naturalnych o potencjale 

terapeutycznym98 bądź też ocenie szlaków metabolicznych zaburzonych przez konkretną 

chorobę lub stan patologiczny99. W badaniach mających na celu analizę zmian w szlakach 

metabolicznych wywołanych przez rozwój choroby, specyficzne próbki biologiczne, 

pobrane bezpośrednio w miejscu występowania stanu patologicznego, mogą dostarczyć 

bardziej szczegółowych informacji na temat patogenezy choroby i jej progresji10. Analiza 

metabolomiczna próbek biologicznych może pogłębić naszą wiedzę na temat 

mechanizmów molekularnych stojących za rozwojem T2DM, a nawet wskazać szlaki 

metaboliczne, które mogą być obiecującymi celami terapeutycznymi dla nowych leków 

czy probiotyków. 

W zależności od rodzaju przeprowadzanych badań wyróżniamy niecelowane analizy 

metabolomiczne, profilowanie metabolitów i analizy celowane. Analizy niecelowane 

ukierunkowane są na wykrycie możliwie wszystkich związków obecnych w danej 
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próbce. Ten rodzaj analiz, szczególnie cenny w przypadku badań dotyczących słabo 

poznanego obszaru, jest często nazywany „metabolicznym odciskiem palca”  

(z ang. metabolic fingerprinting), ponieważ ma na celu określenie profilu metabolitów 

typowego dla danego stanu biologicznego. Dzięki informacjom uzyskanym w wyniku 

wielkoskalowych badań metabolomicznych możliwe jest zaobserwowanie i szczegółowa 

analiza zależności występujących w danym układzie biologicznym. Profilowanie 

metabolitów skupia się na analizie określonej grupy związków, należących do danej klasy 

lub szlaku metabolicznego. Analizy celowane skupiają się na oznaczeniu ilościowym 

wybranego związku lub grupy związków, dzięki czemu preparatyka próbki może być 

dostosowana do rodzaju metabolitów, co zmniejsza zakłócenia wynikające z obecności 

w matrycy innych cząsteczek. 

Wśród różnych metod analitycznych stosowanych do pomiaru związków 

biologicznych popularność zyskała spektrometria mas10, głównie w połączeniu  

ze wspomnianymi wcześniej technikami rozdziału, tj. GC-MS czy LC-MS7.  

W porównaniu z techniką LC-MS, GC-MS ma znacznie lepszą rozdzielczość 

chromatograficzną. Jest to również wysoce powtarzalna i czuła technika analityczna, 

zdolna do wykrywania szerokiej gamy MDMs związanych z rozwojem T2DM, takich  

jak AAs, FAs, CARBs i sterole. Ponadto, powtarzalne wzorce fragmentacji molekularnej 

GC–MS sprawiają, że jest to jedno z najbardziej niezawodnych narzędzi do badania 

metabolitów14. Oznaczenie wszystkich MDMs przy użyciu LC–MS wymagałoby użycia 

kilku metod z wykorzystaniem różnych kolumn chromatograficznych100. Biorąc  

pod uwagę powyższe argumenty w swoich badaniach wykorzystałam platformę GC–MS. 

4.5.1. Przygotowanie próbek do analiz GC-MS 

Ze względu na bardzo dużą liczbę metabolitów występujących w materiale 

biologicznym oraz ich różnorodność, niecelowana analiza metabolomiczna próbek 

biologicznych, również techniką GC-MS, musi być poprzedzona doborem odpowiedniej 

strategii analitycznej10. Nie istnieje jedna uniwersalna metoda pozwalająca na analizę 

ilościową i jakościową wszystkich metabolitów zawartych w badanej próbce 

biologicznej6. Wynika to głównie z faktu, że metabolity obecne w materiale 

biologicznym różnią się pod względem zakresu stężeń, mas cząsteczkowych, stabilności, 

lotności oraz polarności101. Wykonanie analiz przy użyciu GC–MS wymaga doboru 

odpowiedniego rozpuszczalnika lub mieszaniny rozpuszczalników na etapie strącania 

białek oraz ekstrakcji metabolitów, a także przeprowadzenia dodatkowego etapu jakim 
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jest konwersja chemiczna związków określana w dalszej części rozprawy  

jako derywatyzacja102. 

W niecelowanych badaniach metabolomicznych odpowiednio dopracowana metoda 

przygotowania próbki powinna prowadzić do uzyskania ekstraktu zawierającego 

możliwie jak najszersze spektrum metabolitów należących do różnych klas. 

Rozpuszczalniki najczęściej stosowane na etapie przygotowania próbek to: acetonitryl 

(ACN)7,103, metanol (MeOH)104 lub mieszaniny rozpuszczalników takich jak: 

ACN:isopropanol (isoProp):H2O (v:v:v; 3:3:2)84,94; MeOH:H2O (v:v; 9:1)105, 

MeOH:isoProp:H2O (v:v:v; 3:3:2)84 lub MeOH: etanol (EtOH) (v:v; 1:1)106. W jednym  

z badań94 zostało potwierdzone, że zastosowanie na etapie ekstrakcji mieszaniny 

rozpuszczalników o różnych właściwościach tj. hydrofilowych, lipofilowych i średnio 

polarnych pozwala na uzyskanie ekstraktu zawierającego metabolity należące do różnych 

klas chemicznych. Istnieje kilka badań porównujących użyteczność różnych 

rozpuszczalników do ekstrakcji metabolitów, jednak różnorodność wyekstrahowanych 

metabolitów, które powiązane są z GM nie była duża104,107,108. Zgodnie z naszą najlepszą 

wiedzą, brak jest artykułów metodologicznych porównujących użyteczność tych 

rozpuszczalników i ich mieszanin do przygotowania próbek surowicy lub osocza  

do analizy GC–MS w kontekście MDMs.  

Jak już wspomniano, przygotowanie próbek do analiz przy użyciu GC–MS wymaga 

przeprowadzenia dodatkowego etapu derywatyzacji. Nie każdy odczynnik może być 

używany na tym etapie, musi on spełniać szereg warunków. Przede wszystkim powinien 

szybko i całkowicie reagować z analitem, tworzyć pochodną, która będzie stabilna  

na etapie rozdziału chromatograficznego. Idealna reakcja derywatyzacji powinna mieć 

następujące cechy: (i) powinna być wystarczająco trwała, nawet w przypadku 

różnorodnych i złożonych matryc; (ii) odczynnik powinien selektywnie reagować  

z określoną grupą funkcyjną bez możliwości powstania produktów ubocznych;  

(iii) odczynnik powinien być łatwo syntetyzowany lub dostępny na rynku;  

(iv) pozostałość odczynnika do derywatyzacji nie może zakłócać rozdziału i wykrywania 

pochodnych analitów lub powinna być łatwa do usunięcia po reakcji derywatyzacji10.  

Stosowanych jest kilka rodzajów derywatyzacji, takich jak sililacja, acylacja  

czy estryfikacja, które zostały szczegółowo opisane w pracy przeglądowej wchodzącej  

w skład cyklu publikacji. W badaniach metabolomicznych standardową procedurą 
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derywatyzacji jest sililacja109,110. Pochodne otrzymane w wyniku tego procesu 

charakteryzują się większą lotnością, stabilnością oraz mniejszą polarnością niż 

substancje wyjściowe110. Najczęściej przeprowadzana jest dwustopniowa 

derywatyzacja94, a pierwszy jej etap polega na reakcji metoksyaminy z grupami 

karbonylowymi, wynikiem czego jest powstanie hydrazonów lub oksymów, a także  

z grupami ulegającymi enolizacji takimi jak aldehydy czy ketony. W ten sposób 

stabilizowana zostaje między innymi konformacja łańcucha cukrów redukujących  

oraz zapewniana jest ochrona α–ketokwasów przed dekarboksylacją10. W drugim etapie 

stosowana jest sililacja, która prowadzi do zablokowania polarnych grup funkcyjnych 

(np. aminową, fosforanową, hydroksylową, karbonylową, karboksylową, sulfhydrylową 

oraz inne) poprzez ich podstawienie grupą trimetylosililową (TMS) z zastosowaniem 

odczynnika krzemoorganicznego (zwykle N,O–bis (trimetylsilyl) – trifluoroacetamid 

(BSTFA) lub N,O–metyl(trimetylsilyl)– trifluoroacetamid, MSTFA)111. Proces ten 

odbywa się w obecności katalizatora lub bez (zwykle 1% TMS, trimetylochlorosilan 

(TMCS), trifluoroacetamid, kwas solny, octan potasu, piperydyna lub pirydyna)110. 

Grupa TMS przyczynia się do zwiększenia stabilności chemicznej i termicznej, 

stabilizuje rodniki karbonylowe metabolitów i zatrzymuje przenoszenie ładunku,  

jak również zwiększa lotność analitu94. Niestety, wraz ze wzrostem liczby 

derywatyzowanych grup, istnieje prawdopodobieństwo otrzymania pochodnej, której 

masa cząsteczkowa wykroczy poza zakres działania detektora (zazwyczaj 650–1000 

m/z)112. 

Zgodnie z naszą najlepszą wiedzą, dotychczas nie przedstawiono kompleksowej 

optymalizacji metody, obejmującej wpływ popularnych rozpuszczalników i warunków 

derywatyzacji na profilowanie MDMs w próbkach osocza czy surowicy. Z tego powodu 

przeprowadziliśmy równoległe porównanie różnych procedur przygotowania próbek 

zarówno dla surowicy i osocza, składających się z jednoczesnego wytrącania białek  

na bazie rozpuszczalnika z ekstrakcją metabolitów i dwuetapową derywatyzacją, 

koncentrując się na wybranych MDMs. W oparciu o intensywność sygnału i jego 

względne odchylenie standardowe (z ang. relative standard deviation, RSD) 

zoptymalizowano metodę przygotowania próbki, aby uzyskać najlepszą możliwą metodę 

pomiaru wybranych MDMs przy użyciu GC–MS. Wyniki badań zostały przedstawione 

w pracy pt. „Optimization of a GC–MS method for the profiling of microbiota–dependent 
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metabolites in blood samples: an application to type 2 diabetes and prediabetes”, 

wchodzącej w skład cyklu publikacji tworzących niniejszą rozprawę.  

Optymalizacja została wykonana dla obu rodzajów próbek pozyskiwanych z krwi 

pełnej, surowicy i osocza, ponieważ badania metabolomiczne pokazują, iż profile 

metaboliczne obu rodzajów próbek różnią się113. Pomimo tego, iż w zależności  

od rodzaju, klasy lub konkretnego metabolitu, jedna matryca może być lepsza od drugiej 

do pomiaru danego metabolitu, to w praktyce oba rodzaje materiałów biologicznych były 

wykorzystywane w badaniach metabolomicznych związanych z T2DM przy użyciu GC–

MS114. Ogólnie ujmując, surowica jest preferowana ze względu na nieco wyższe stężenie 

metabolitów w porównaniu do osocza115. Deproteinizacja surowicy eliminuje frakcję 

objętościową białek wpływając na to, że pozostałe składniki o małej masie cząsteczkowej 

znajdują się w mniejszej objętości, dzięki czemu są bardziej skoncentrowane. Z drugiej 

strony, istnieją badania potwierdzające, że poziom niektórych metabolitów jest mniejszy  

w surowicy w porównaniu z osoczem zawierającym kwas wersenowy  

(z ang. ethylenediaminetetraacetic acid, EDTA)116,117. Osocze jest częściej wybierane  

ze względu na powtarzalność samego procesu jego otrzymywania z krwi, co nie jest 

dokładnie kontrolowane w przypadku surowicy117. Ze względu na wszystkie wyżej 

wymienione czynniki, podjęto wysiłek wykonania kompleksowej optymalizacji metody  

do oznaczania MDM w obu matrycach. Ostatecznie zoptymalizowaną metodę 

zastosowano do badań metabolomicznych mających na celu porównanie profilu 

metabolitów w próbkach pochodzących od czterech grup pacjentów tj. dwóch grup 

pacjentów ze stanem przedcukrzycowym, w których w jednej grupie po 5 latach 

obserwacji rozwinęła się T2DM, natomiast pacjenci w drugiej grupie pozostali w stanie 

przedcukrzycowym. W pracy badawczej wchodzącej w skład 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 prośbę 

recenzentów przedstawiono wyniki tylko dla porównania profilu pacjentów w stanie 

przedcukrzycowym z osobami, u których potwierdzono T2DM (próbki pobrane po 5 

latach obserwacji). Natomiast w rozprawie zostały przedstawione wyniki dla wszystkich 

czterech porównań. 

4.6. Metody analizy danych metabolomicznych 

Niezwykle istotnym etapem badań metabolomicznych jest analiza ogromnych ilości 

danych uzyskiwanych podczas pomiarów z wykorzystaniem spektrometrii mas.  
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Wraz z rozwojem metod analizy instrumentalnej, opracowywane są coraz to wydajniejsze 

narzędzia przetwarzania i normalizacji danych, a także ich analizy statystycznej. Powstają 

również bazy widm masowych oraz zintegrowane platformy umożliwiające korelację 

danych. Dane wygenerowane przy użyciu techniki GC–MS wymagają kompleksowej 

analizy wstępnej zanim zostaną poddane analizie statystycznej. Obecnie naukowcy 

dysponują programami pozwalającymi na stosunkowo szybką i zautomatyzowaną 

wstępną integrację danych przy pomocy odpowiednich algorytmów.  

Kolejnym etapem pracy z danymi metabolomicznymi jest ich analiza statystyczna, 

pozwalająca określić metabolity, których poziomy różnią się pomiędzy porównywanymi 

grupami w sposób istotny statystycznie. W przypadku analiz statystycznych pomiędzy 

dwoma grupami wykorzystywane są często proste testy, jak test t–Studenta lub U–test 

Manna–Whitney’a. W miarę wzrostu poziomu złożoności eksperymentu można posłużyć 

się analizą wariancji (z ang. analysis of variance, ANOVA) lub jej wielowymiarową 

odmianą (z ang. multivariate analysis of variance, MANOVA)118. Równolegle  

do klasycznych metod statystycznych wykorzystywane są metody wielowymiarowe, 

które służą określeniu korelacji pomiędzy poszczególnymi badanymi grupami  

oraz umożliwiają wizualizację danych. Do najczęściej wykorzystywanych metod tego 

typu należą, m.in. analiza głównych składowych (z ang. principal component analysis, 

PCA), analiza składowych niezależnych (z ang. independent component analysis, ICA) 

oraz hierarchiczna analiza klastrów (z ang. hierarchical cluster analysis, HCA).  

Podczas analiz metabolomicznych uzyskuje się widma masowe na podstawie których 

identyfikuje się zmierzone metabolity. Do identyfikacji związków wykorzystuje się bazy 

widm masowych, zarówno ogólnodostępne: MassBank, The Golm Metabolome 

Database, jak i komercyjne: Wiley Registry of Mass Spectral Data, MS/MS Spectral 

Libraries, NIST Standard Reference Database119. Celem przypisania zidentyfikowanych 

związków do właściwych szlaków metabolicznych można wykorzystać następujące 

bazy: KEGG, BioCyc, PubChem czy ChemBank120.  
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5. Omówienie prac składających się na rozprawę doktorską 

5.1. Cele pracy 

Głównym celem badań było poszukiwanie metabolitów związanych z florą jelitową, 

wskazujących na ryzyko rozwoju T2DM.  

Aby zrealizować cel główny, zrealizowano następujące cele pośrednie:  

1. Opracowano metodykę przygotowania próbek do analiz przy użyciu GC–MS, 

dostosowaną do pomiaru wybranych MDMs. 

2. Zastosowano metodę GC–MS do pomiaru metabolitów w surowicy krwi osób 

zdrowych, w stanie przedcukrzycowym i ze zdiagnozowaną T2DM.  

3. Wykorzystano technikę GC–MS do oceny poposiłkowych (posiłek 

wysokowęglowodanowy (WW) i normowęglowodanowy (NW)) zmian w profilu 

metabolitów osocza u osób z genotypem ryzyka rozwoju T2DM w genie PROX1  

w porównaniu do osób z genotypem ochronnym. 
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5.2. Materiały i metody 

Badania zostały przeprowadzone z wykorzystaniem archiwalnego materiału 

biologicznego tj. próbek surowicy oraz osocza zgromadzonego podczas realizacji 

projektu pt: „Rola czynników behawioralnych, antropometrycznych i molekularnych  

w rozwoju cukrzycy typu 2 – projekt 1000PLUS” 22. Protokół badań uzyskał akceptację 

Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Medycznego w Białymstoku (nr zgód: R–I–

002/290/2008/2009, R–I–002/35/2014 oraz APK.002.239.2022).  

5.2.1. Grupy badane i materiał wykorzystany w trakcie poszczególnych 

badań 

Publikacja nr 2 

Do optymalizacji metody przygotowania próbek wykorzystano materiał pobrany  

od zdrowych ochotników. Od każdego z nich pobrano próbki krwi, z których uzyskano 

osocze i surowicę. Badania właściwe przeprowadzono na próbkach zgromadzonych  

w ramach projektu 1000PLUS. Do badań włączono próbki pobrane od 42 pacjentów,  

u których stwierdzono stan przedcukrzycowy na etapie włączenia do projektu. Podczas  

5–letniej obserwacji 24 z nich rozwinęło T2DM (grupa T2DM_T2), a pozostałych  

18 pacjentów dalej miało stan przedcukrzycowy (grupa PreDiab_T2). Ostatecznie próbki 

podzielono na cztery grupy: PreDiab_T1 (n=18), PreDiab_T2 (n=18), fT2DM_T1 

(n=24), T2DM_T2 (n=24) (Rycina 7).  

 

 

Rycina 7. Podział pacjentów uwzględnionych w badaniu. 

Diagnostyka T2DM i stanu przedcukrzycowego była przeprowadzana w oparciu  

o wytyczne PTD (opisane we wstępie niniejszej rozprawy) tj. na podstawie pomiarów 

stężenia glukozy na czczo (FG) oraz w 120 minucie po OGTT. W pierwszym punkcie 
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czasowym (T1) badane grupy nie różniły się istotnie pod względem wskaźnika masy ciała 

(BMI), FG i w 120 minucie po OGTT, insuliny na czczo, HbA1c, lipoproteiny niskiej 

gęstości (z ang. low–density lipoprotein, LDL), lipoproteiny wysokiej gęstości  

(z ang. high–density lipoprotein, HDL), cholesterolu całkowitego, triglicerydów, 

wskaźnika insulinoporności (z ang. Homeostatic Model Assesment – Insulin Resistance, 

HOMA–IR) oraz wskaźnika funkcji komórek β trzustki (z ang. Homeostasis Model 

Assessment of β–cell function, HOMA–B). Podczas wizyty kontrolnej (follow-up) takie 

parametry jak FG, stężenie glukozy w 120 minucie OGTT oraz HbA1c były 

podwyższone u pacjentów z grupy T2DM_T2. W Tabeli 2 przedstawiono medianę  

i zakres wartości uzyskanych z pomiarów antropometrycznych oraz biochemicznych. 
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Tabela 2. Zestawienie danych klinicznych dla pacjentów z Publikacji nr 2. 

 

Parametry kliniczne 

Grupa kontrolna (N= 18) T2DM (N=24) 
*p–wartość 

Wizyta 1 

*p–wartość  

Wizyta 2 
Wizyta 1 

PreDiab_T1 

Wizyta 2 

PreDiab_T2 

Wizyta 1 

fT2DM_T1 

Wizyta 2 

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/Mężczyzna 8/10 11/13 – – 

BMI [kg/m2] 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 

[mg/dL] 
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 

Insulina [µU/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 

HbA1c [%] 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 

Całkowity cholesterol 

[mg/dL] 
196 (166–324) 181 (125–284) 191 (129–321) 174 (138–310) 0,458 0,723 

LDL cholesterol 

[mg/dL] 
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 

HDL cholesterol 

[mg/dL] 
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 

Trójglicerydy 

[mg/dL] 
 132 (41–227) 107 (33–229) 117 (45–491) 125 (44–232) 0,131 0,875 

HOMA–IR 3,4 (1,5–7,8) 4,3 (2,8–10,4) 3,0 (1,5–9,4) 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 – wskaźnik masy ciała; FG – stężenie glukozy na czczo; HbA1c– stężenie hemoglobiny glikowanej; LDL – lipoproteiny niskiej gęstości; HDL – lipoproteiny 

wysokiej gęstości, LDL – lipoproteiny niskiej gęstości; HOMA–IR – wskaźnik insulinooporności; HOMA–B – wskaźnik funkcji komórek β trzustki; p – wartość 

obliczona na podstawie U-testu Manna Whitneya. 
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Publikacja 3 

Badania przeprowadzono na próbkach osocza pobranych od 18 zdrowych mężczyzn 

(uczestników badania 1000PLUS), 12 z genotypem ryzyka w genie PROX1 oraz 6  

z genotypem ochronnym. Podział na grupy przeprowadzono na podstawie polimorfizmu 

rs340874 w genie PROX1. Do grupy wysokiego ryzyka (z ang. high risk, HR) włączono 

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 były dopasowane pod względem wieku, parametrów 

antropometrycznych, FG, insuliny, a także HOMA–IR, HOMA–B czy HbA1c (Tabela 

3). Na podstawie analizy otrzymanych wyników u żadnego z uczestników nie 

stwierdzono T2DM czy stanu przedcukrzycowego. Zebrane informacje na temat dziennej 

miary aktywności fizycznej pokazały, że wszyscy uczestnicy posiadali umiarkowaną  

lub wysoką (większość uczestników) aktywność fizyczną. Dzienne spożycie energii było 

również podobne u wszystkich uczestników (1991,8±529,7 kcal) z 20,4±4,4% 

(19,4±1,4% vs 21,6±4,3% dla LR vs HR, p=0,4) energii z białka, 33,6±5,8% (33,9±10,0% 

vs 31,7±5,3% dla LR vs HR, p=0.9) z tłuszczu i 42,0±6,3% (41,4±6,2% vs 42,7±6,8% 

dla LR vs HR, p=0.9) z CARBs. Po około pięciu latach od pierwszej wizyty uczestnicy  

z kohorty 1000PLUS zostali wezwani na wizytę kontrolną. U sześciu osób z grupy 

nosicieli alleli ryzyka w rs340874 PROX1 zaobserwowano pogorszenie wybranych 

parametrów klinicznych (np. glikemia na czczo, HOMA–IR, HbA1c), które wskazują  

na rozwój T2DM.  
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Tabela 3. Zestawienie danych klinicznych dla pacjentów z grup HR i LR (Publikacja  

nr 3). 

Parametry kliniczne HR  LR  *p-wartość 

Wiek [lata] 35,8 ± 6,9 35,2 ± 9,0 0,88 

Waga [kg] 91,8 ± 22,2 93,6 ± 23,5 0,89 

 BMI [kg/m2] 28,1 ± 5,4 29,1 ± 7,8 0,79 

Zawartość tkanki tłuszczowej [%] 23,6 ± 7,7 23,8 ± 9,6 0,96 

Beztłuszczowa masa ciała [%] 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 

Aktywność insulin nad czczo [IU/mL] 9,7 ± 7,5 10,4± 8,7 0,87 

HOMA–IR 2,1 ± 1,8 2,2 ± 1,9 0,89 

HOMA–B 150,2 ± 81,4 188,2 ± 156,3 0,53 

HbA1c 5,2 ± 0,3 5,2 ± 0,5 0,77 
*BMI – wskaźnik masy ciała; FG – stężenie glukozy na czczo; HbA1c– stężenie hemoglobiny glikowanej; 

HOMA–IR – wskaźnik insulinooporności; HOMA–B – wskaźnik funkcji komórek β trzustki; p-wartość 

obliczona na podstawie U-testu Manna Whitneya. 

Osoby badane otrzymały dwa rodzaje posiłków: WW/ beztłuszczowy (Nutridrink Fat 

Free, w którym 89% energii pochodzi z CARBs, 0% z tłuszczów, 11% z białek, 450 kcal)  

i NW/wysokobiałkowy (Cubitan, w którym 45% energii pochodzi z CARBs, 25%  

z tłuszczów, 30% z białek, 450 kcal). Krew do analiz metabolomicznych została pobrana  

na czczo oraz 30, 60 i 120 min po spożyciu posiłku.  

5.2.2. Pobieranie materiału do badań 

W celu pozyskania próbek osocza, krew pobierano do probówek S–Monovette 

zawierających K3EDTA (SARSTEDT, Niemcy). Następnie krew odwirowywano przy 

15400 x g przez 10 min w 4°C. W przypadku próbek surowicy, krew pobierano  

do probówek S–Monovette zawierających aktywator krzepnięcia. Następnie probówki 

przechowywano w pozycji pionowej w temperaturze pokojowej przez 60 minut,  

aby umożliwić utworzenie skrzepu. Probówki odwirowywano w poziomym rotorze  

(z odchylaną głowicą) przez 10 minut przy 1300 x g w temperaturze pokojowej  

(z ang. room temperature, RT). Po odwirowaniu frakcję surowicy lub osocza 

przenoszono do probówek Eppendorfa i przechowywano w –80°C do momentu 

wykonania analiz.  
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5.2.3. Metabolity uwzględnione do analiz za pomocą GC-MS 

Pomiarami analitycznymi objęto 75 MDMs (Publikacja 2). Metabolity te zostały 

wybrane na podstawie przeglądu literatury30,86,89-93 oraz informacji zawartych w HMDB 

(www.hmdb.ca, dostęp 20 kwietnia 2022). Wybrane metabolity stanowią dużą  

i różnorodną grupę związków zróżnicowanych pod względem budowy chemicznej, 

właściwości fizykochemicznych, jak również stabilności w trakcie analiz przy użyciu 

GC–MS. Listę analizowanych metabolitów zestawiono w Publikacji nr 2 wchodzącej  

w skład cyklu publikacji tworzących niniejszą rozprawę. 

5.2.4. Powtarzalność, odtwarzalność i stabilność pomiaru wybranych metabolitów  

W celu określenia optymalnych warunków podczas opracowywania metody 

przygotowania próbek do pomiaru MDMs, wzięto pod uwagę następujące kryteria:  

1) powtarzalność pomiarów,  

2) intensywności pików dla poszczególnych metabolitów, 

3) intensywność całkowita (z ang. total intensity, TI), która jest sumą intensywności 

poszczególnych metabolitów, 

4) odtwarzalność pomiaru. 

Stabilność, powtarzalność i odtwarzalność pomiarów dla 75 MDMs oceniono 

obliczając RSD na podstawie intensywności pików otrzymanych dla każdego metabolitu 

w zmierzonych próbkach. W celu wyznaczenia powtarzalność przeanalizowano próbki 

osocza oraz surowicy w 50 powtórzeniach każda, wykonując analizy przy optymalnych 

parametrach metody. W celu wyznaczenia odtwarzalności przeanalizowano po 10 próbek 

osocza i surowicy w trzech sekwencjach. W celu wyznaczenia stabilności 75 MDMs, 

przygotowane próbki osocza oraz surowicy przeanalizowano przy użyciu GC–MS po 8, 

24, 36 i 48 godzinach od przygotowania, przechowując je w RT, na automatycznym 

podajniku do próbek. 

5.2.5. Optymalizacja metody przygotowania próbek 

Na etapie optymalizacji, wpływ testowanych parametrów był oceniany w oddzielnych 

sekwencjach, a przygotowanie próbek, z uwzględnieniem badanej przez nas zmiennej 

wykonane zostało w trzech powtórzeniach. Wszystkie optymalizowane parametry  

oraz testowane zakresy ich wartości zostały wybrane na podstawie przeglądu 
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literaturowego, jako najczęściej stosowane podczas przygotowania próbek osocza  

oraz surowicy w badaniach metabolomicznych30,94,121-125. W jednej sekwencji 

analizowane były próbki badane, kontrolne (z ang. quality control, QCs) oraz ślepe próby.  

Pierwszym optymalizowanym parametrem był dobór rozpuszczalnika do wytrącenia 

białek oraz ekstrakcji. Następnie na etapie derywatyzacji zoptymalizowano różne 

zmienne. Najpierw przetestowano wpływ stężenia (10–40 mg/ml, w objętości 10 μl),  

a następnie objętości (10–50 μl) chlorowodorku O–metoksyaminy w pirydynie, 

rozcieńczonego do objętości 120 μl heptanem zawierającym wzorzec wewnętrzny  

(z ang. internal standard, IS). W kolejnym etapie zbadano wpływ warunków reakcji  

tj. temperatury i czasu na dwustopniowy proces derywatyzacji. W pierwszym etapie,  

tj. metoksymacji (MeOx), badano wpływ czterech programów temperaturowych i) 37°C 

przez 30 min (P1), ii) 70°C przed godzinę (P2), iii) RT przez 16 godzin (P3) oraz iv) 70°C 

przez godzinę, a następnie przez 16 godzin w RT (P4). Podczas optymalizacji warunków 

na pierwszym etapie, do drugiego etapu stosowano program temperaturowy 37°C  

przez 30 minut. Następnie, podczas optymalizacji drugiego etapu tj. sililacji, testowano 

również cztery programy temperaturowe 37°C i 70°C (przez 30 i 60 minut). 

5.2.6. Przygotowanie próbek klinicznych  

Do strącenia białek oraz ekstrakcji próbek surowicy (50 µl) wykorzystano 150 µl 

(MeOH:H20, 9:1, v:v) (1:3, –20°C) zawierającego IS1 tj. kwas 4–nitrobenzoesowy  

o stężeniu 25 ppm, a następnie przeprowadzono dwustopniowy proces derywatyzacji:  

1) MeOX z 30 µL chlorowodorku O–metoksyaminy w pirydynie (30 mg/ml, RT, 16 

godzin), a następnie 2) sililacji z 30 µL MSTFA zawierającym 1% TMCS (70°C,  

1 godzina) (Rycina 8). W końcowym etapie do próbek dodano 60 µL heptanu 

zawierającego IS2 tj. stearynian metylu o stężeniu 20 ppm. 

Osocze (40 µl) odbiałczano poprzez dodanie 120 µl (ACN) (1:3, –20°C) 

zawierającego IS1 tj. kwas 4–nitrobenzoesowy o stężeniu 25 ppm, a następnie 

przeprowadzono dwustopniową derywatyzację: 1) MeOX z 10 µL chlorowodorku  

O–metoksyaminy w pirydynie (15 mg/ml, RT, 16 godzin), a następnie 2) sililację z 10 

µL BSTFA zawierającym 1% TMCS (70°C, 1 godzina) (Rycina 8). W końcowym etapie 

do próbek dodano 100 µL heptanu zawierającego IS2 tj. stearynian metylu o stężeniu 20 

ppm.  
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Próbki QCs, które wykorzystano do wyliczenia wartości RSD zostały przygotowane 

w ten sam sposób jak próbki badane. Sześć próbek QCs zostało nastrzykniętych przed 

analizą próbek klinicznych, w celu osiągnięcia stanu równowagi układu, aby zapewnić 

powtarzalność pomiaru. W każdej sekwencji na początku analizowano mieszaninę estrów 

metylowych kwasów tłuszczowych (z ang. fatty acids methyl esters, FAMEs), mieszaninę 

n–alkanów, ślepą próbę oraz sześć próbek QCs, a po każdych ośmiu nastrzyknięciach 

próbek badanych nastrzykiwano jedną próbkę QC. Pod koniec sekwencji ponownie 

nastrzykiwano jedną próbkę QC oraz ślepą próbę. 

 

 

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

Rozdział chromatograficzny prowadzono na kolumnie kapilarnej DB–5–MS (30 m 

x 0,25 mm, wypełnionej fazą 5% difenylo– i 95% dimetylopolisiloksanu o grubości 

0,25μm) z zastosowaniem helu jako gazu nośnego (przepływ 1,0 mL/min)  

oraz temperaturą kolumny wynoszącą 60°C (przez pierwsze 10 minut), a następnie  

w gradiencie temperatury rosnącym z szybkością 10°C/min do 325°C utrzymane  

w najwyższej temperaturze przez 1 minutę (całkowity czas analizy 37,5 minut). Analizy 

zostały wykonane przy pomocy GC–MS (GC – model 7830B, detektor MS – model 

7000D, oba Agilent Technologies, Santa Clara, California, USA). Identyfikacja 

metabolitów została wykonana na podstawie dostępnych baz danych (NIST, Fiehn)  

oraz własnej biblioteki. Wstępne 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 próbek 

klinicznych – Publikacja nr 2 

Zmienne istotne statystycznie zostały wyselekcjonowane przy pomocy statystyki 

wielowymiarowej tj. analizy dyskryminacyjnej zmiennych ortogonalnych najmniejszych 

kwadratów (z ang. Orthogonal Partial Least Squares Discriminant Analysis, OPLS–DA). 

Metabolity uznawano za istotne statystycznie jeżeli spełniały dwa warunki: wartość  

[p (corr)]>0,4 i wartość znaczenia zmiennej w projekcji (z ang. variable importance  

in the projection VIP)>1. Walidację modeli OPLS–DA przeprowadzono metodą 

walidacji krzyżowej, stosując podejście opisane we wcześniejszej publikacji126. 

Statystyka wielowymiarowa została wykonana w programie SIMCA–P+ 13.0.3.0 

(Umetrics, Umea, Szwecja). W celu sprawdzenia przydatności istotnych statystycznie 

metabolitów jako potencjalnych biomarkerów predykcyjnych T2DM wykonano analizę 

oceny jakości klasyfikatora (z ang. receiver operating characteristic, ROC)  

w MetaboAnalyst 5.0.  

5.2.9. Analiza statystyczna próbek klinicznych – Publikacja nr 3 

Analizę statystyczną przeprowadzono niezależnie dla każdego z posiłków, WW i NW.  

W związku z niewielką liczebnością grup, analizę danych przeprowadzono  

z wykorzystaniem metod nieparametrycznych. W próbkach zależnych różnicę  
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w poziomie metabolitu w 30′, 60′ i 120′ po spożyciu posiłku w porównaniu do poziomu 

na czczo oceniano testem Wilcoxona, podczas gdy test Manna –Whitney’a użyto  

do zbadania różnic w poziomie metabolitów na czczo między grupami HR i LR.  

Za istotne statystycznie uznano cechy metaboliczne o wartości p ≤ 0,05. Analizę 

statystyczną przeprowadzono przy użyciu oprogramowania R (wersja 4.0.0). 

6. Wyniki 

6.1. Optymalizacja metody przygotowania próbek osocza i surowicy 

Pierwszym krokiem przed rozpoczęciem optymalizacji metody przygotowania próbek  

do badań było sprawdzenie, które metabolity związane z GM są wykrywane w osoczu  

i surowicy przy użyciu GC–MS. Po wstępnej obróbce danych (dekonwolucji, 

wyrównaniu i normalizacji danych do IS) uzyskano 102 cechy metaboliczne dla obu 

matryc. Po uwzględnieniu pochodnych tworzących się w wyniku derywatyzacji  

dla niektórych AAs i CARBs, pozostało 85 metabolitów. Metabolity przefiltrowano, 

pozostawiając tylko te, których RSD w próbkach QC było poniżej 30% w obu badanych 

matrycach. Ostatecznie wybrano 75 MDMs należących do różnych klas, które biorą 

udział w wielu różnych szlakach biochemicznych m.in. cyklu kwasów 

trikarboksylowych; metabolizmu pirogronianu, tryptofanu, histydyny, glutationu; 

biosynteza nienasyconych kwasów tłuszczowych, pierwotnych kwasów żółciowych, 

kwasów tłuszczowych; waliny, leucyny i izoleucyny; szlaku pentozofosforanowego  

oraz glukoneogenezy. Szczegółowa lista metabolitów uwzględnionych do optymalizacji 

umieszczona została w publikacji nr 2 wchodzącej w skład cyklu. 

6.2. Wybór rozpuszczalnika do ekstrakcji metabolitów z osocza lub surowicy 

W pierwszym etapie optymalizacji dobierano rodzaj rozpuszczalnika do strącania 

białek i ekstrakcji metabolitów. Została sprawdzona skuteczność powszechnie 

stosowanych mieszanin rozpuszczalników tj.: ACN:isoProp:H2O (v:v:v; 3:3:2) 

MeOH:H2O (v:v; 9 :1); MeOH:isoProp:H2O (v:v:v; 3:3:2), MeOH:EtOH (v:v; 1:1) 

(określane dalej jako rozpuszczalniki) oraz ACN. Na Rycinach 9 i 10 przedstawiono 

wartości RSD oraz intensywności sygnałów (panel (a) dla osocza, (b) dla surowicy) 

uzyskanych w trakcie analizy 75 MDMs przy użyciu platformy GC–MS.  
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Rycina 9. Wykres słupkowy przedstawiający wartości RSD ≤ 10, 20, 30 oraz >40% dla poszczególnych MDMs w zależności od rodzaju 

użytego rozpuszczalnika do ekstrakcji MDMs z próbek (a) – osocza oraz (b) – surowicy. 
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Rycina 10. Wykres przedstawiający logarytm wartości TI uzyskanej podczas analizy75 MDMs przy użyciu GC–MS w próbkach panel  

(a) – osocze oraz panel (b) – surowicy. 
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Na podstawie wyników zaprezentowanych na powyższych rycinach wybrano najlepszą 

mieszaninę rozpuszczalników ekstrakcyjnych. Intensywności sygnałów uzyskane  

dla metabolitów wyekstrahowanych za pomocą MeOH:H2O (v:v; 9:1)  

oraz MeOH:isoProp:H2O (v:v:v; 3:3:2) były porównywalne. Analiza próbek osocza 

przygotowanych przy użyciu mieszaniny MeOH:H2O (v:v; 9:1) umożliwiła uzyskanie RSD 

w zakresie od 10–20% dla 21 MDMs oraz poniżej 10% dla 51 MDMs. W przypadku analizy 

próbek surowicy, RSD mieściło się w zakresie 0,5–8,5% i 10,1%–19,7% odpowiednio  

dla 40 i 23 MDMs. Ekstrakcja metabolitów przy pomocy MeOH:isoProp:H2O (v:v:v; 3:3:2) 

pozwoliła na uzyskanie wartości RSDs, które mieściły się w zakresie 0,7–9,5% i 10,2–19,6% 

odpowiednio dla 30 i 28 MDMs. Natomiast w próbkach osocza, wartości RSDs w zakresie 

2,4–9,6% i 10,5–19,0% odpowiednio dla 22 i 30 MDMs. Ponadto w przypadku obu matryc 

uzyskane wartości RSDs obliczone na podstawie zmierzonych intensywności sygnałów  

po ekstrakcji z ACN, MeOH:isoProp:H2O (v:v:v; 3:3:2) i MeOH:EtOH (v:v, 1:1) miały 

szerszy zakres RSDs i większą liczbę MDMs w zakresie RSD od 30% do 40% i powyżej 

40%, niż przy użyciu pozostałych rozpuszczalników ekstrakcyjnych. Uzyskane wyniki 

badań pokazały, że najbardziej powtarzalna ekstrakcja była w przypadku zastosowania 

mieszaniny MeOH:H2O (v:v; 9:1), która została wybrana do kolejnego etapu optymalizacji.  

6.3. Dobór stężenia i objętości odczynnika do metoksymacji 

W kolejnym etapie optymalizacji metody przygotowania próbek do pomiaru 75 MDMs 

porównano wpływ różnych stężeń i objętości odczynnika do MeOx, chlorowodorku  

O–metoksyaminy w pirydynie, na efektywność procesu derywatyzacji (Rycina 11). 

Najpierw sprawdzono sześć powszechnie stosowanych stężeń tego odczynnika w zakresie 

od 15 do 40 mg/ml (co 5 mg/ml), dodawanych w objętości 10 μl do obu matryc (po etapie 

sililacji uzupełnionych do objętości 120 μl heptanem, zawierającym IS2).  

W próbkach osocza intensywność pików dla większości analizowanych MDMs (46 z 75) 

zwiększała się wraz ze wzrostem stężenia stosowanego odczynnika do MeOx  

do uzyskania stężenia 30 mg/ml, z pewnym wyjątkiem dla AAs. Intensywność 

analizowanych metabolitów zmniejszyła się, gdy stężenie chlorowodorku  

O–metoksyaminy w pirydynie było wyższe niż 30 mg/ml. W próbkach surowicy najwyższą 

intensywność obserwowano przy użyciu stężenia 30 mg/ml. Wykorzystanie wyższych 

stężeń skutkowało uzyskaniem współmiernych intensywności pików dla metabolitów  

z wyjątkiem wyników uzyskanych dla kreatyniny (Cre) i AAs (Ala, Phe, metioniny (Met)  

i Thr). Intensywność pików tych AAs zmniejszała się wraz ze wzrostem stężenia odczynnika 
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do MeOx. TI była najwyższa przy zastosowaniu stężenia 30 mg/ml  

w próbkach surowicy oraz 25 mg/ml w próbkach osocza. Jako optymalną wartość  

do przygotowania obu rodzajów próbek wybrano stężenie chlorowodorku  

O–metoksyaminy w pirydynie równe 30 mg/ml. Wyniki uzyskane dla MDMs  

po przygotowaniu próbek z wykorzystaniem wybranego stężenia odczynnika do MeOx 

charakteryzowały się najniższą wartością mediany dla wyliczongo RSD na podstawie 

intensywności sygnałów, tj. 9,2% w osoczu i 6,4% w surowicy (Tabela 4). Obliczone 

wartości RSD były poniżej 20% dla 58 MDMs w osoczu i dla 71 MDMs w surowicy. 

 

 

Rycina 11. Wykres zależności sumy intensywności sygnałów (TI) dla MDMs od użytego 

stężenia chlorowodorku O–metoksyaminy w pirydynie. 
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Tabela 4. Porównanie wpływu różnych stężeń O–metoksyaminy HCl w pirydynie (mg/ml)  

na powtarzalność pomiaru 75 MDM w obu matrycach.  

 RSD [%]  

15  20  25  30  35  40 

(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 7/2 7/8 7/18 

> 30 70/13 27/13 22/7 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 liczbę MDMs z RSD dla osocza/surowicy ≤ 10 –30% i powyżej 

30%. 

Następnie sprawdzono wpływ pięciu różnych objętości odczynnika do MeOx  

na efektywność procesu derywatyzacji, tj. 10, 20, 30, 40 i 50 μl, o stężeniu 30 mg/mL 

(Tabela 5). Testy przeprowadzono stosując tą samą objętość odczynnika do sililacji 

(MSTFA z 1% TMCS). Próbki po sililacji rozcieńczono heptanem zawierającym IS2  

do objętości 120 µl. Wartości TI obliczone na podstawie sumy sygnałów wzrastały  

wraz ze wzrostem objętości testowanego odczynnika do MeOx (Rycina 12). Najwyższy TI 

zaobserwowano dla objętości 30 i 50 µl odpowiednio dla surowicy i osocza. W obu 

badanych matrycach najlepszą powtarzalność pomiaru (≤20% RSD) dla większości 

wykrytych MDMs uzyskano dla objętości 30 µl chlorowodorku O–metoksyaminy  

w pirydynie. W próbkach osocza wartość mediany RSD była znacznie wyższa dla 10 i 20 μl 

w porównaniu z innymi wartościami (32,5% dla 10 μl, 29,2% dla 20 μl i 10,1–12,6%  

dla 30–50 μl). W próbkach surowicy mediana RSD dla wszystkich badanych objętości 

mieściła się w zakresie 5,0–11,1%. Dodatkowo zaobserwowano, że Lys i kwas askorbinowy 

nie były wykrywane w żadnej matrycy podczas analizy GC–MS, gdy stosowano objętość  

10 i 20 μl MeOx. Natomiast 5–hydroksy–L–Trp był wykrywany tylko w próbkach osocza, 

niezależnie od objętości MeOx. Wyliczona wartość powtarzalności dla objętości 30 i 40 µl 

w surowicy była podobna (RSD dla 68 i 65 metabolitów ≤20%; mediana RSD odpowiednio 

7,9 i 7,8%). Dodatkowo TI wszystkich MDM w surowicy był najwyższy dla 30 μl,  

dlatego w kolejnym kroku optymalizacji wybraliśmy tę objętość odczynnika MeOx  

do przygotowania obu rodzajów próbek. 
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Rycina 12. Wykres zależności sumy intensywności sygnałów (TI) analizowanych 

MDMs od użytej objętości chlorowodorku O–metoksyaminy w pirydynie. 

Tabela 5. Porównanie wpływu różnych objętości O–metoksyaminy HCl w pirydynie 

(mg/ml) na powtarzalność pomiaru 75 MDM w obu rodzajach próbek.  

RSD [%] 

10 20 30 40 50 

µL 

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 liczbę MDMs z RSD dla osocza/surowicy ≤ 10 –30% i powyżej 

30%. 

 6.4. Wpływ warunków metoksymacji oraz sililacji na efektywność derywatyzacji 

W kolejnym etapie porównano wpływ czasu i temperatury MeOX na efektywność procesu 

derywatyzacji (Rycina 13). Przetestowano cztery programy MeOx najczęściej stosowane  

w badaniach metabolomicznych: (P1) 37°C przez 30 minut, (P2) 70°C przez 1 godzinę,  

(P3) RT przez 16 godzin oraz (P4) 70°C przez 1 godzinę, a następnie RT przez 16 godzin. 

Uzyskane wyniki dla wybranych zmiennych przedstawiono w Tabeli 6. Wartości 

powtarzalności wyliczone dla wszystkich MDMs w osoczu były podobne w każdym  

z rozpatrywanych wariantów. Obliczone wartości RSD dla ponad 70 MDMs były poniżej 
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20%, podczas gdy mediana RSD wahała się od 4,3% do 7,6%. MDMs wykryte  

w próbkach surowicy charakteryzowały się wyższą zmiennością pomiarów. Obliczone 

mediany RSDs mieściły się w zakresie od 9,4% do 18,5% dla wszystkich testowanych 

programów. Wartości RSD były powyżej 20% dla ponad 30 MDMs, gdy porównano wyniki 

dla wszystkich testowanych programów, z wyjątkiem MeOx przeprowadzonej dla programu 

P3. Natomiast wartości RSD były powyżej 30% dla 10 metabolitów, a średnie RSD  

dla parametru P3 było najniższe (9,4%). Zaobserwowano również różnice  

w intensywnościach sygnałów uzyskanych podczas pomiaru MDMs w obu badanych 

rodzajach próbek. Największą intensywność dla większości wykrytych MDMs (53 z 75)  

w obu matrycach zaobserwowano, gdy zastosowano program P3. Stosując program P1 

uzyskano najniższą intensywność dla ponad 50 MDMs w osoczu oraz 48 MDMs  

w surowicy. Stwierdzono, że intensywność pików MDMs zwiększała się  

wraz z wydłużaniem czasu MeOx. Zaobserwowano również, że disacharydy były 

niecałkowicie metoksymowane w 37°C przez 30 minut (P1), o czym świadczy znaczne 

poszerzenie piku spowodowane wieloma pochodnymi, których nie potwierdzono w 70°C. 

Więcej szczegółów dotyczących wyników znajduje się w publikacji nr 2 z cyklu. 

a) 
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b) 

 

Rycina 13. Wykres zależności sumy sygnałów dla 75 MDMs od użytego programu  

na etapie A) MeOX oraz B) sililacji. 

 

Tabela 6. Porównanie wpływu różnych warunków na etapie MeOX na powtarzalność 

pomiaru 75 MDMs w obu rodzajach próbek.  

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 1/7 0/1 

> 30 0/27 2/15 0/10 2/34 

Median RSD 

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

*w tabeli przedstawiono liczbę MDMs z RSD dla osocza/surowicy ≤ 10 –30% i powyżej 

30% (P1– w 37°C przez 30 minut;P2 – w 70°C przez 1h; P3– 16 h w RT; P4– w 70°C przez  

1 h, 16 h w RT). 
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Tabela 7. Porównanie wpływu różnych warunków na etapie sililacji na powtarzalność 

pomiaru 75 MDM w obu rodzajach próbek.  

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 4/7 2/24 1/8 5/10 

Median RSD 

[%] 4,9/7,8 5,4/10,2 5,0/7,8 5,3/5,7 

*w tabeli przedstawiono liczbę MDMs z RSD dla osocza/surowicy ≤ 10 –30% i powyżej 

30%. 

Ostatni test polegał na zbadaniu wpływu temperatury i czasu na proces sililacji. Pierwsza 

obserwacja (Rycina 13) była taka, że TI dla pików wszystkich MDMs było wyższe  

w surowicy niż w osoczu. Porównując TI dla pików MDMs w różnych warunkach dla obu 

matryc zaobserwowaliśmy, że TI był najwyższy dla programu 70°C przez 60 min, a TI była 

porównywalna dla programu przeprowadzonego w 37°C przez 60 min. W próbkach 

surowicy wyliczona mediana dla poszczególnych wartości RSD była najwyższa (10,2%),  

gdy zastosowano program 37°C przez 60 min, natomiast najniższą wartość mediany RSD 

(5,7%) osiągnięto dla programu inkubacji 70°C przez 60 minut (Tabela 7). Dodatkowo 

program ten był korzystny dla AAs i OrgAs, dla których ogólne wartości powtarzalności 

pomiaru poszczególnych metabolitów były najniższe. Zgodnie z wynikami uzyskanymi  

dla próbek osocza zaobserwowaliśmy, że wartość mediany RSD była porównywalna  

dla wszystkich programów (4,9–5,4%). Derywatyzacja kwasów karboksylowych, takich  

jak kwas pirogronowy, glicerynowy i mlekowy przebiegała istotnie lepiej, gdy zastosowano 

program 37°C przez 30 minut, natomiast derywatyzacja większości AAs i FAs przebiegała 

znacznie lepiej, gdy zastosowano program 70°C przez 60 minut. Ostatecznie, ze względu  

na porównywalne wartości mediany RSD uzyskane dla sililacji w temperaturze 70°C  

przez jedną godzinę w przypadku obu matryc (odpowiednio 5,3 i 5,7% dla osocza  

i surowicy), wybrany został ten program do przygotowania próbek przed analizą GC–MS. 
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6.5. Powtarzalność, odtwarzalność i stabilność pomiarów wybranych metabolitów 

Zoptymalizowana metoda przygotowania próbek została oceniona pod kątem 

powtarzalności, odtwarzalności pomiarów oraz stabilności dla wybranych 75 MDMs.  

W próbkach osocza wartość mediany RSDs wyniosła 12,6%, w zakresie od 3,5% dla kwasu 

mlekowego do 37,3% dla Orn. Natomiast w próbkach surowicy mediana RSD wyniosła 

13,6%, w zakresie od 4,6 % dla Thr do ponad 50% dla 5–hydroksy–L–Trp, Orn i kwasu 

asparaginowego. W próbkach osocza odtwarzalność pomiaru między sekwencjami wyniosła 

23,5%, podczas gdy w próbkach surowicy odtwarzalność między sekwencjami wyniosła 

23,0%. Podsumowując, zoptymalizowana metoda przygotowania próbek charakteryzowała 

się dobrą powtarzalność i odtwarzalnością pomiaru MDMs należących do różnych klas,  

w tym AA, CARB i OrgAs. Uzyskane wyniki wskazują, że większość metabolitów była 

stabilna nawet po 48 godzinach po derywatyzacji, a mediana RSD wahała się między 8,8–

12,8% w osoczu i 6,6–9,4% w surowicy. Zaobserwowano, że Gln i kwas benzoesowy tracił 

stabilność po 8 godzinach, natomiast dwa AAs i FAs w osoczu i cztery AAs w próbkach 

surowicy zaczynały degradować po 36 godzinach. Więcej szczegółów dotyczących 

wyników powtarzalności, odtwarzalności oraz stabilności dla poszczególnych MDMs 

znajduje się w publikacji nr 2 z cyklu. 

6.6. Wyniki badań metabolomicznych próbek klinicznych – publikacja nr 2 

W celu oceny jakość danych metabolomicznych przeprowadzono analizę PCA. 

Klastrowanie próbek QCs na wykresie PCA (umieszczonym w pracy badawczej nr 2  

z cyklu) świadczy o dobrej jakości uzyskanych danych. Do klasyfikacji próbek wybrano 

modele OPLS–DA przygotowane dla następujących porównań: A) PreDiab_T2 vs. 

T2DM_T2 oraz B) fT2DM_T1 i T2DM_T2 (Rycina 14).  
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Rycina 14. Wykresy OPLS–DA przedstawiające klasyfikację próbek z grup fT2DM_T1 

i T2DM_T2 oraz PreDiab_T2 i T2DM_T2 (fT2DM_T1 (zielone kółka), PreDiab_T2 

(niebieskie kółka) i T2DM_T2 (czerwone kółka). Wykres OPLS–DA (A) porównanie 

PreDiab_T2 vs. T2DM_T2 (skalowanie Pareto, R2 = 0,912, Q2 = 0,803) oraz B) fT2DM_T1  

i T2DM_T2 (skalowanie Pareto; R2 = 0,970, Q2 = 0,804). Walidacja modeli 

przeprowadzona zgodnie z Ciborowski i współ.126 wykazała prawidłową klasyfikację próbek 

w 94,5±5,2% (model a) i 94,0±6,2%. (model b).  

Nie zaobserwowano istotnych statystycznie różnic między grupami PreDiab_T1  

i fT2DM_T1 oraz PreDiab_T1 i PreDiab_T2. W przypadku porównania PreDiab_T2  

i T2DM_T2 wykazano istotność statystyczną dla 18 MDMs, głównie AAs, FAs i CARBs. 

Dodatkowo dla zmierzonych metabolitów wyliczono wartości krotności zmian (z ang. fold 

change, FC). Wśród statystycznie istotnych metabolitów w grupie T2DM_T2 porównaniu  

z grupą PreDiab_T2 wzrósł poziom kwasu alfa hydroksymasłowego (α–HBA) (FC=1,24), 

Leu (FC=1,28), Gln (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) zmalał. Dodatkowo potwierdzono zmiany w 12 MDMs w grupie 

fT2DM_T1 w porównaniu z grupą T2DM_T2. Wśród statystycznie istotnych metabolitów 

poziom fenyloalaniny (FC=1,67), kwasu palmitynowego (z ang. palmitic acid, PA) 

(FC=2,28) oraz kwasu palmitoleinowego (FC=2,13) wzrósł, podczas gdy poziom His 

(FC=0,83) oraz Glu (FC=0,82) spadł w grupie T2DM_T2 w porównaniu z fT2DM_T1. 

Więcej szczegółów dotyczących wyników dla poszczególnych MDMs znajduje się  

w publikacji nr 2 z cyklu. 
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W celu sprawdzenia przydatności istotnych statystycznie metabolitów jako potencjalnych 

biomarkerów pozwalających na różnicowanie pacjentów w stanie przedcukrzycowym  

od pacjentów z T2DM wykonano analizy krzywych ROC (rycina 15 A). Krzywe ROC 

zostały skonstruowane dla 18 istotnych statystycznie MDMs na podstawie ich intensywności 

w badanych próbkach. Następnie, aby uzyskać lepszy klasyfikator do sporządzenia kolejnej 

krzywej ROC, wybrano siedem MDMs (pięć AAs oraz dwa FAs) wykazujących wysoką 

moc dyskryminacyjną (rycina 15 C). 
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Rycina 15. Panel metabolitów różnicujący stan przedcukrzycowy od T2DM. (a) krzywe ROC i wartości AUC w oparciu o model klasyfikacji 

maszyna wektorów nośnych (z ang. suport vector machine, SVM) dla wszystkich istotnych statystycznie metabolitów; (b) – wykres 

najważniejszych i najczęściej wybieranych zmiennych podczas analizy ROC; (c) – krzywe ROC i wartości AUC w oparciu o model 

klasyfikacji SVM dla 7 MDMs; (d) krzywe ROC dla poszczególnych metabolitów. 
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6.7. Wyniki badań metabolomicznych próbek klinicznych – publikacja nr 3 

Po wstępnej obróbce danych (dekonwolucja, wyrównanie, normalizacja danych  

i filtrowanie), uzyskano 125 cech metabolicznych z czego 58 metabolitów o RSD poniżej 

30% w próbkach QCs. Przeprowadzona analiza statystyczna nie wykazała różnic  

w poziomach metabolitów między badanymi grupami w próbkach pobranych na czczo. 

Również w przypadku nosicieli genotypu LR nie zaobserwowaliśmy żadnych istotnych 

statystycznie MDMs po spożyciu obu posiłków. Natomiast u mężczyzn będących 

nosicielami genu wysokiego ryzyka, zaobserwowaliśmy zmiany w poziomie 11 MDMs 

po spożyciu posiłku WW i 5 MDMs po posiłku NC. Na Rycinie 16 przedstawiono 

przykładowy chromatogram próbki osocza na którym zaznaczono istotne statystycznie 

MDMs.  

 

 

Rycina 16. Przykładowy chromatogram uzyskany w wyniku analizy próbki osocza 

techniką 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–hydroksymasłowy. 

Szczegółowe wyniki przedstawione są na Rycinie 17 oraz w pracy nr 3, będącej częścią 

niniejszej rozprawy. 
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Rycina 17. Metabolity zmieniające się w sposób istotny statystycznie po spożyciu 

posiłku NW i/lub WW. AA – aminokwasy, CARB – węglowodany, HA – kwasy 

hydroksylowe, FA – kwasy tłuszczowe, PH – puryny, KA – ketokwasy. Strzałkami 

oznaczono metabolity istotne statystycznie. Czerwone strzałki wskazują spadek, 

natomiast zielone strzałki wzrost poziomu metabolitów u pacjentów z genem ryzyka  

w porównaniu do pacjentów z genotypem LR. 

Dodatkowo analiza przeprowadzona z wykorzystaniem platformy MetaboAnalyst 5.0 

pozwoliła na przypisanie istotnych statystycznie metabolitów do odpowiednich szlaków 

metabolicznych. Należą one m.in. do takich szlaków, które mogą brać udział  

w rozwoju T2DM, tj.: metabolizm cukrów, glicerolipidów, histydyny czy szlak 

pentozofosforanowy (Rycina 18).  
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Rycina 18. Szlaki metaboliczne do których należą istotne statystycznie 

metabolity wykryte metodą GC–MS. 

7. Dyskusja 

Rozwój technik analitycznych o wysokiej przepustowości, m.in. spektrometrii mas  

w połączeniu z GC, przyczynił się do powstania nowych metod analitycznych10. 

Umożliwiają one jednoczesną analizę szerokiego spektrum metabolitów, należących  

do różnych klas w złożonych próbkach biologicznych takich jak kał, mocz czy krew6. Kał 

jest materiałem biologicznym często wykorzystywanym do badań nad GM  

oraz rozwojem T2DM127, ponieważ jego skład może bezpośrednio odzwierciedlać stan 

mikrobiomu jelitowego, a także całego układu pokarmowego10. Jednak w wielu 

badaniach poświęconych GM oraz MDMs materiałami wykorzystywanymi do badań 

była surowica i osocze30,81,128. Stężenie MDMs może być niższe w krwiobiegu niż  

w kale6, mimo to związki te mogą odgrywać ważną rolę w modulowaniu metabolizmu 

organizmu gospodarza, a także mogą świadczyć o pojawieniu się początkowych zaburzeń 

metabolicznych prowadzących do rozwoju T2DM89. W związku z powyższym 

uzasadnione było opracowanie kompleksowej i wydajnej metody przygotowania próbek 

osocza oraz surowicy do pomiaru MDMs. W oparciu o dostępne doniesienia literaturowe 
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jako platformę analityczną odpowiednią do wykonywania tego typu analiz wybrano  

GC–MS10. Przegląd literatury pokazał, że do badań z wykorzystaniem GC–MS 

stosowanych może być wiele różnych protokołów przygotowania próbek osocza  

czy surowicy30,94,113,121,123,124,129. Protokoły te różnią się rodzajem stosowanych 

rozpuszczalników lub warunków inkubacji oraz odczynników użytych na etapie 

derywatyzacji. Pomimo dużego zróżnicowania sposobów przygotowania próbek  

do badań metabolomicznych, do tej pory ukazało się niewiele prac optymalizacyjnych 

porównujących wyżej wspomniane zmienne101,130-134, w różnych rodzajach próbek. 

Dlatego też wybrano najczęściej używane rozpuszczalniki i warunki na etapie 

derywatyzacji, a następnie zoptymalizowano protokół przygotowania próbek osocza  

i surowicy oceniając powtarzalność, odtwarzalność oraz intensywność sygnału 

wybranych MDMs. 

7.1. Dobór rozpuszczalników do ekstrakcji 

Powszechnie wiadomo, że w procesie analitycznym istotne znaczenie ma 

rozpuszczalnik użyty do ekstrakcji analitów. Rodzaj rozpuszczalnika wpływa  

na efektywność procesu ekstrakcji tj. liczbę, rodzaj i intensywność sygnału uzyskanego 

dla metabolitów wyekstrahowanych z próbki124. Przygotowanie próbek do analiz 

metabolomicznych najczęściej obejmuje jednoczesne strącenie białek i ekstrakcję 

metabolitów przy użyciu rozpuszczalnika dodawanego do próbki w stosunku 

objętościowym 1:3 bądź 1:4. Zazwyczaj dodawany jest zimny rozpuszczalnik,  

aby zminimalizować stopień konwersji enzymatycznej metabolitów oraz celem poprawy 

efektywności wytrącania białek135. Dlatego w pierwszym etapie badań przetestowano 

najczęściej stosowane rozpuszczalniki do ekstrakcji metabolitów. Pośród niewielu prac 

porównujących wpływ różnego rodzaju rozpuszczalników na ekstrakcję metabolitów  

z próbek osocza oraz surowicy104,107,135,136, w żadnej z nich nie porównywano warunków 

ekstrakcji w kontekście tak dużej liczby MDMs. W jednej z prac porównano siedem 

różnych rozpuszczalników do ekstrakcji metabolitów, ale dla metabolomiki opartej  

na LC–MS. Najlepszą powtarzalność wyników uzyskano stosując do ekstrakcji 

MeOH:EtOH lub MeOH135. W badaniach stanowiących podstawę niniejszej pracy 

najlepsze rezultaty zaobserwowano również dla MeOH, ale z dodatkiem H2O w stosunku 

objętościowym 9:1. W badaniu przedstawionym przez Trygg i współ.104 pokazano,  

że wykorzystanie mieszaniny MeOH:H2O (v/v; 8:1) do ekstrakcji dziesięciu metabolitów 

z próbek osocza celem analizy na GC–MS zapewniało optymalne wyniki pod względem 
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kompletności, wydajności i powtarzalności procesu ekstrakcji w porównaniu z innymi 

badanymi rozpuszczalnikami (EtOH, ACN, aceton, chloroform). Obserwacje te są 

zgodne z wynikami przedstawionymi w niniejszej rozprawie. W innym badaniu 

sprawdzano wpływ podstawowych rozpuszczalników (aceton, ACN, EtOH, MeOH  

i H2O) i wykazano, że ekstrakcja MeOH z dodatkiem wody pozytywnie wpływa  

na ekstrakcję metabolitów polarnych dzięki czemu intensywność pików rejestrowanych 

dla tej grupy związków była wyższa107. 

7.2. Optymalizacja warunków podczas dwustopniowej derywatyzacji 

Dane literaturowe102,130,134 wskazują, że wiele parametrów, które mogą być 

modyfikowane na obu etapach derywatyzacji (MeOx i sililacja) metabolitów przed 

analizą GC–MS ma wpływ na szybkość i kompletność tego procesu, co może 

bezpośrednio wpływać na powtarzalność i odtwarzalność pomiarów. Dodatkowo,  

ze względu na degradację analitów, trudno jest uzyskać dobrą powtarzalność wyników 

podczas derywatyzacji wykonywanej w sposób manualny, ponieważ czas między 

zakończeniem procesu derywatyzacji, a analizą GC różni się w zależności  

od analizowanej próbki130. Pomimo tego podejmowane były próby ulepszenia procedury 

przygotowania próbek do badań metabolomicznych przy użyciu GC–MS102,130,134. 

Natomiast w żadnej z tych prac nie przedstawiono dokładnie zoptymalizowanej metody, 

uwzględniającej wpływ szeregu parametrów na profilowanie tak dużej liczby 

metabolitów w próbkach osocza i surowicy. Wyniki kompleksowej optymalizacji zostały 

przedstawione w publikacji nr 2 będącej częścią niniejszej rozprawy. W badaniach tych 

przeprowadzono bezpośrednie porównanie wpływu różnych zmiennych na proces 

derywatyzacji 75 MDMs w obu matrycach. 

7.2.1. Wpływ stężenia oraz objętości odczynnika do metoksymacji 

W celu poprawy efektywności detekcji metabolitów w procesie przygotowania próbek 

wybrano dwustopniową derywatyzację tj. MeOx przy użyciu chlorowodorku  

O–metoksyaminy w pirydynie oraz sililację. Na podstawie dokonanego przeglądu 

literatury zauważono, że w większości opisanych protokołów przygotowania próbek 

osocza lub surowicy po osuszeniu ekstraktu w koncentratorze próżniowym, na etapie 

MeOx dodawano 50–125 μl chlorowodorku O–metoksyaminy o stężeniu 15–40 

mg/ml1,7,30,42,108,124,137. W żadnym z wcześniejszych doniesień 

literaturowych102,108,124,130,134,138, nie przedstawiono informacji dotyczących wpływu 
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stężenia odczynnika do MeOx na proces derywatyzacji. Zgodnie z danymi literaturowymi 

najczęściej stosowane stężenie odczynnika do MeOx to 20 mg/ml. W badaniach 

przedstawionych przez Eylem i współ.107 stwierdzono silną korelację między 

intensywnością sygnału, a stężeniem odczynnika do MeOx, natomiast nie przedstawiono 

szczegółów. Do optymalizacji autorzy zastosowali stężenie 30 mg/ml, chociaż objętość 

MeOx była inna niż ta wybrana przez nas. W badaniach będących częścią niniejszej 

rozprawy, ze względu na lepszą powtarzalność wyników dla obu matryc oraz stosunkowo 

dużą intensywność sygnału dla większości badanych metabolitów, wybrano stężenie  

30 mg/ml. W badaniu przedstawionym przez Fritsche–Guenter i współ.134 

zoptymalizowana metoda przygotowania próbek była w pełni zautomatyzowana,  

a analiza otrzymanych wyników potwierdziła, że intensywności metabolitów zmniejszały 

się wraz ze wzrostem stężenia odczynnika do MeOx. 

Na etapie optymalizacji objętości roztworu chlorowodorku O–metoksyaminy HCl  

w pirydynie objętość odczynnika dodawanego na etapie sililacji była taka sama jak 

objętość odczynnika do MeOx. Takie podejście jest stosowane w wielu badaniach 

metabolomicznych próbek osocza czy surowicy techniką GC–MS102,139. W innych 

badaniach wykazano, że wydajną derywatyzację można uzyskać poprzez zmniejszenie 

ilości MeOx i zwiększenie ilości odczynnika do sililacji94, ale ta zależność nie była przez 

nas sprawdzana. W innej pracy optymalizacyjnej130, w której porównywano wyniki 

uzyskane przy użyciu różnych objętości roztworu O–metoksyaminy HCl w pirydynie  

i MSTFA z 1% TMCS okazało się, że powierzchnie pików analizowanych metabolitów 

wzrastały wraz ze wzrostem objętości obu odczynników użytych do derywatyzacji,  

co jest zgodne z naszymi wynikami (praca nr 2 wchodząca w skład rozprawy). W badaniu 

przeprowadzonym przez Bekele i współ.101 zaobserwowano podobny związek między 

objętością dodawanych odczynników do derywatyzacji, a wzrostem liczby  

oraz intensywności wykrytych metabolitów. 

7.2.2. Wpływ temperatury oraz czasu na proces derywatyzacji  

Kompletność procesów MeOx oraz sililacji zależy od czasu i temperatury inkubacji130. 

W pracach optymalizacyjnych dużo uwagi poświęca się wpływie tych parametrów  

na efektywność procesu derywatyzacji 108,130. Najczęściej stosowane warunki MeOx 

obejmują reakcję w wysokiej temperaturze przez krótki czas lub w niskiej temperaturze 

przez dłuższy czas. Proces inkubacji prowadzony w wyższej temperaturze i przez dłuższy 

czas może zapewniać zakończenie MeOx, jednak może to również skutkować 
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postępującą degradacją niestabilnych termicznie metabolitów101. W celu poprawy jakości 

analiz metabolitów i ich odtwarzalności, jednocześnie minimalizując degradację 

chemiczną i fizyczną, nieuniknione są kompromisy. Tym bardziej, że wyniki uzyskane  

w testowanych warunkach temperaturowych różnią się dla każdego metabolitu, chociaż 

w zakresie różnych klas zauważono pewne trendy. Uważa się, że wyższa temperatura 

MeOx zwiększa wydajność derywatyzacji poprzez zwiększenie rozpuszczalności 

metabolitów. Bekele i współ.101 stwierdzili, że warunki niskotemperaturowe w krótkim 

czasie były najkorzystniejsze dla OrgA i AAs, podczas gdy niska temperatura MeOx 

przez dłuższy czas lub wysoka temperatura przez krótki czas była najkorzystniejsza  

dla α–ketokwasów. Według Miyagawa i Bamba130 disacharydy nie są w pełni 

metoksymowane w temperaturze 37°C przez 30 minut. Skutkuje to znacznym 

poszerzeniem pików spowodowanym obecnością wielu pochodnych, co również 

zaobserwowano na etapie optymalizacji metody w badaniach opisywanych w niniejszej 

rozprawie. W innym badaniu zaobserwowano, że metabolity takie jak glukoza  

czy fruktoza (Fruc) są częściowo metoksymowane w 30°C przez 45 minut, a sacharoza 

ulega hydrolizie do glukozy i Fruc w 100°C, gdy proces trwa dłużej niż 45 minut131. 

Wyniki MeOx w 37°C przez minimum 60 minut okazały się lepsze pod względem 

wykrywania glukozy i maltozy130. Sterole są często derywatyzowane w temperaturze  

60–100°C, ale w innym badaniu zaobserwowano degradację tych metabolitów  

w temperaturze 70°C130. Powtarzalność była lepsza dla wszystkich klas, gdy inkubację 

wykonywano w temperaturze 60°C przez 30 minut. Według Pasikanti i współ.132 

inkubacja na etapie MeOx musi być wykonywana przez stosunkowo długi czas  

(do 17 godzin) w niskiej temperaturze i/lub w wysokiej temperaturze przez krótki czas,  

aby zapewnić całkowitą derywatyzację, ale wyniki te dotyczyły analiz próbek moczu. 

Podobne wnioski zostały opisane w badaniu przedstawionym przez Musharraf  

i współ.133, co jest zgodne z wynikami przedstawionymi w niniejszej pracy. 

Na koniec porównano warunki dla ostatniego etapu przygotowania próbek – sililacji.  

Jest to klasyczna metoda derywatyzacji stosowana w celu wprowadzenia grupy sililowej  

do metabolitu poprzez zastąpienie aktywnych atomów wodoru (grup karboksylowych, 

aminowych i hydroksylowych) w celu wytworzenia stabilnych, bardziej lotnych i mniej 

polarnych metabolitów. Do derywatyzacji endogennych metabolitów stosowanych  

jest kilka odczynników. Jak już zostało wspomniane we wstępie niniejszej rozprawy, 

najpopularniejsze odczynniki do sililacji to MSTFA i BSTFA, z katalizatorem  
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(1% TMCS) lub bez. W przypadku próbek osocza, MSTFA z 1% TMCS zapewnia 

bardziej powtarzalne wyniki i umożliwia wykrycie większej liczby metabolitów  

w porównaniu do BSTFA z 1% TMCS102. Doniesienia literaturowe wskazują również,  

że MSTFA jest lepszy od BSTFA pod względem kompletności sililowania metabolitów 

należących do AAs i amin94. W innym badaniu potwierdzono, że MSTFA z 1% TMCS 

zapewnia bardziej powtarzalne wyniki oraz umożliwia identyfikację w próbkach osocza 

większej liczby pochodnych niż w przypadku zastosowania BSTFA z 1% TMCS.  

W związku z powyższym nie sprawdzano wpływu obu tych odczynników na efektywność 

procesu sililacji i wybrano MSTFA z 1% TMCS. 

Podobnie jak na pierwszym etapie, temperatura i czas podczas sililacji wpływają  

na szybkość reakcji i kompletność procesu. Zaobserwowano wiele zmian  

w intensywnościach pików metabolitów w różnych matrycach biologicznych dla różnego 

czasu i temperatury sililacji107. Zgodnie z doniesieniami literaturowymi sililację 

najczęściej przeprowadza się w temperaturze od 30 do 70°C, w czasie od 30 do 120 

minut84,94,102,140. W badaniach opisanych w publikacji nr 2 będącej częścią niniejszej 

rozprawy testowano najczęściej stosowane warunki na tym etapie (37°C i 70°C przez 

odpowiednio 30 i 60 minut). Długotrwała i wysokotemperaturowa sililacja była korzystna 

dla metabolitów należących do FAs i CARBs. Z drugiej strony, warunki te miały znikomy 

wpływ na OrgA i AAs. Trudno jest dostosować dogodne warunki, w których wszystkie 

grupy funkcyjne byłyby przekształcone w pochodne bez jakichkolwiek strat. Dzieje się 

tak dlatego, że kinetyka reakcji różni się między konkretnymi grupami związków 

posiadającymi różne grupy funkcyjne. Idealnym byłoby, gdyby sililacja każdej grupy 

metabolitów została ukończona w odpowiednim dla danej grupy czasie, co jest 

niemożliwe przy kompleksowych analizach złożonych próbek biologicznych. 

Wyzwaniem pozostaje zatem zakończenie reakcji bez efektu degradacji części 

metabolitów. Wykazano, że metabolity zawierające grupy hydroksylowe, karboksylowe 

i ketonowe ulegają derywatyzacji w ciągu pięciu godzin od dodania odczynnika  

do sililacji, podczas gdy derywatyzacja grup aminowych nadal zachodzi po jednym dniu, 

kiedy inne produkty zaczynają już degradować141. 

W badaniach Danielsson i współ.140 zostało potwierdzone, że do zakończenia procesu 

derywatyzacji potrzebny jest długi czas inkubacji. W naszych badaniach (publikacja 2  

z cyklu) zastosowano 16 godzin inkubacji w temperaturze pokojowej dla MeOx  

oraz jedną godzinę w temperaturze 70°C dla sililacji. W wielu artykułach zostało 



68 

 

podkreślone, że dłuższa MeOx w niskiej temperaturze w połączeniu z wysoką 

temperaturą sililacji daje podobne wyniki do krótkotrwałej MeOx w wysokiej 

temperaturze w połączeniu z niską temperaturą sililacji101, co jest zgodne z uzyskanymi 

przez nas wynikami. Musharraf i współ. 133 potwierdzili, że najlepsze wyniki pod 

względem liczby wykrywanych metabolitów otrzymano dla MeOx przez 16 godzin  

i jednogodzinnej sililacji. 

7.3. Dysbioza jelitowa, a rozwój cukrzycy typu 2 

Dysbioza jelitowa może być kluczowym elementem rozwoju i progresji T2DM86. Duże 

badanie kohortowe wykazało różnice w składzie GM pomiędzy osobami z prawidłową 

tolerancją glukozy, nieprawidłową glikemią na czczo, nieprawidłową tolerancją glukozy 

i T2DM142. Dowodzi to, że GM odgrywa ważną rolę w rozwoju T2DM poprzez regulację 

ogólnoustrojowej insulinowrażliwości143. W innym badaniu przedstawiono zależność 

pomiędzy GM a T2DM. Liczebność bakterii z rodzaju Clostridium i Firmicutes była 

znacznie obniżona u pacjentów z T2DM, podczas gdy ilość bakterii z klasy 

Betaproteobacteria była znacznie podwyższona i dodatnio skorelowana z poziomem 

glukozy w osoczu25. Wykazano także, że GM poprzez SCFAs i ich wiązanie z FFAR2 

wpływa na produkcję kluczowych cząsteczek sygnałowych insuliny, takich jak GLP–1  

i PYY, mających korzystne działanie zmniejszające oporność na insulinę  

i funkcjonalność komórek β144. Dowiedziono, że u pacjentów z potwierdzoną T2DM  

(w porównaniu do grupy kontrolnej) wzrasta liczba czterech gatunków Lactobacillus  

w jelitach, podczas gdy liczebność pięciu gatunków Clostridium obniża się37. W tym 

samym badaniu wykazano, że dysbioza GM wpływa na poziom metabolitów  

w krwiobiegu i przyczynia się do rozwoju T2DM. Ponadto potwierdzono, że liczba 

komórek bakteryjnych Lactobacillus była dodatnio skorelowana z FG i HbA1c, natomiast 

Clostridium była ujemnie skorelowana z HbA1c, FG, peptydem C, insuliną  

i triacyloglicerolami oraz dodatnio skorelowana z HDL i adiponektyną145. Powyższe 

doniesienia wskazują, że dysbioza jelitowa powiązana jest z rozwojem T2DM, a zmiany 

w profilu bakterii jelitowych wpływają na skład związków drobnocząsteczkowych 

obserwowanych w krwioobiegu. Analiza próbek klinicznych pozwoliła na ocenę zmian 

w poziomie MDMs w kontekście rozwoju T2DM i wpływu posiłków o różnym składzie 

na zmiany w profilu metabolitów u osób z predyspozycją genetyczną do rozwoju T2DM. 

Poniżej przedstawiona została interpretacja uzyskanych wyników badań z podziałem  

na różne klasy MDMs.  
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7.3.1. Wpływ metabolitów z grupy węglowodanów na rozwój cukrzycy typu 2  

GM mają korzystny wpływ na organizm poprzez produkcję SCFAs pochodzących  

z fermentacji CARBs, a niewystarczająca produkcja SCFAs jest związana z T2DM146. 

Bakterie jelitowe są również odpowiedzialne za rozkład niestrawionych przez enzymy 

CARBs do cukrów prostych i SCFAs. W pracy nr 3 wchodzącej w skład cyklu publikacji 

zbadano wpływ posiłku WW oraz NW na profil osocza osób z allelem ryzyka rozwoju 

T2DM w genie PROX1 (rs340874) oraz osób z allelem ochronnym (grupa kontrolna).  

Po posiłku WW zaobserwowano znacznie wyższy poziom galaktozy (Gal), Fruc  

i galaktozaminy u osób z grupy ryzyka w porównaniu do osób z grupy kontrolnej.  

Zaburzenia poposiłkowego metabolizmu Gal mogą prowadzić do długotrwałego, 

stopniowego wzrostu poziomu glukozy w osoczu i przyczyniać się do rozwoju IR147. 

Badania na ludziach wykazały, że oprócz Gal, także Fruc może negatywnie wpływać  

na homeostazę glukozy we krwi. Fruc wywołuje stres oksydacyjny w mitochondriach  

i stłuszczenie wątroby prowadząc do IR, wpływa też na adipocyty, komórki śródbłonka 

naczyń i komórki wysp trzustkowych, a efekty tego działania mogą powadzić także  

do rozwoju IR148. Fruc po spożyciu może ulec utlenieniu, zostać przekształcona  

w glukozę lub kwas mlekowy czy też wejść w lipogenezę de novo. Po spożyciu dużych 

ilości Fruc podwyższony poziom wątrobowego acetylo–CoA prowadzi do zwiększonej 

produkcji lipoprotein o bardzo małej gęstości i triacylogliceroli, które są związane  

z rozwojem T2DM. Ponadto sugeruje się, że galakozamina może być predyktorem 

przyszłego rozwoju T2DM149, chociaż brakuje dokładnych danych dotyczących 

zależności pomiędzy tym metabolitem a IR lub wydzielaniem insuliny150. W badaniu 

przeprowadzonym przez Connelly i współ. stwierdzono również, że potrzebne są dalsze 

badania w celu ulepszania modeli predykcyjnych dla T2DM, wykorzystujących właśnie 

galaktozaminę151.  

7.3.2. Wpływ metabolitów z grupy kwasów tłuszczowych na rozwój cukrzycy typu 2  

Metabolizm CARBs i tłuszczów są ze sobą ściśle powiązane7. FFAs w osoczu mogą 

być syntetyzowane endogennie z nadmiaru CARBs w procesie lipogenezy de novo.  

Ten proces jest stymulowany przez insulinę we krwi i hamowany przez wysoki poziom 

hormonów takich jak adrenalina i glukagon. FAs zaangażowane w ten szlak, zostały 

opisane jako przyczynai konsekwencja rozwoju T2DM 152,153-155. Ponadto dobrze 
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wiadomo, że T2DM i zaburzenia lipidowe (z udziałem FFAs)7 są ze sobą ściśle 

powiązane. 

Zmiany w składzie GM mogą także mieć wpływ na poziom lipidów i FAs  

w krwiobiegu. Zaburzony metabolizm lipidów może wywoływać zmiany w środowisku 

jelitowym, które mogą prowadzić do dysbiozy GM156. GM może zmieniać strukturę 

nabłonka pokrywającego jelita oraz szczelność jelita, regulować metabolizm cholesterolu 

w wątrobie oraz magazynowanie lipidów w tkance tłuszczowej, a także pobudzać 

utlenianie lipidów w mięśniach, wpływając w ten sposób na równowagę metaboliczną 

lipidów157. Dane przedstawione przez Org i współ. wykazały, że stężenie zarówno 

nienasyconych, jak i nasyconych FAs w surowicy oraz osoczu na czczo jest silnie 

związane ze zwiększoną liczebnością komórek bakteryjnych w GM z rodzajów takich jak 

Blautia i Dorea oraz zmniejszoną liczebnością Coprococcus i Peptococcaceae30.  

Ponadto, w wielu badaniach metabolomicznych potwierdzone zostało znaczenie FAs  

w profilaktyce wystąpienia T2DM. Wyniki naszych badań wykazały istotne statystycznie 

zmiany w poziomie FAs (kwas oleinowy (z ang. oleic acid, OA), SA, PA). Upośledzenie 

wydzielenia insuliny, wrażliwości na insulinę czy nietolerancja glukozy są bardzo 

wyraźnie związane z podwyższonym poziomem nasyconych FAs w osoczu czy surowicy 

(w tym PA czy SA)154,158. Potwierdzono, że poziomy tych FAs były istotnie wyższe 

zarówno u nowo zdiagnozowanych4,159, jak i długoterminowo monitorowanych 

pacjentów z T2DM155, co jest zgodne z wynikami przedstawionymi w niniejszej pracy. 

Podwyższony poziom PA w osoczu może przyczyniać się do hiperinsulinemii,  

a w konsekwencji prowadzić do rozwoju IR. Dodatkowo, IR może być indukowana przez 

wzrost stężenia FAs w krwiobiegu, które hamują transport glukozy oraz zmniejszają 

regulację syntezy glikogenu i utlenianie glukozy w mięśniach. Spośród wszystkich 

metabolitów uwzględnionych do analizy ROC w publikacji nr 2 – SA wykazywał 

najwyższą wartość AUC (0.995). Villas–Boas i współ.109 wykazali, iż zwiększenie 

poziomu SA w surowicy odgrywa fundamentalną rolę w rozwoju dysfunkcji komórek β 

i rozwoju T2DM, ponieważ kwas ten jest głównym czynnikiem przyczyniającym się  

do lipotoksyczności w komórkach β. W innych badaniach zmiany w poziomie FAs 

zostały potwierdzone jako najważniejsze czynniki prowadzące do rozwoju 

insulinooporności i T2DM159,160. 
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Utlenianie lipidów może być przyczyną wzrostu poziomu α–HB. W obu badaniach 

stanowiących przedmiot niniejszej rozprawy wykazano podwyższony poziom tego 

metabolitu u pacjentów ze zdiagnozowaną T2DM oraz po posiłku WW u osób 

obarczonych polimorfizmem pojedynczego nukleotydu w genie PROX1. Wysoki poziom 

α–HB jest powszechny dla T2DM i został wcześniej zidentyfikowany jako predyktor 

T2DM87,161-163. Wskazanie metabolitów predykcyjnych również w przypadku wyników 

umieszczonych w publikacji nr 3 z cyklu było istotne dlatego, że u części osób z grupy 

nosicieli alleli ryzyka w rs340874 PROX1 zaobserwowano pogorszenie wybranych 

parametrów klinicznych po pięciu latach od pierwszej wizyty (np. glikemia na czczo, 

HOMA–IR czy HbA1c). Dodatkowe potwierdzenie podwyższonego poziomu α–HBA  

w tej grupie badanej może wskazywać na wczesny rozwój T2DM. α–HBA jest produktem 

ubocznym syntezy kwasu α–ketomasłowego, produktem katabolizmu AA (Thr i Met)  

i anabolizmu glutationu (szlak powstawania cysteiny) w wątrobie164. Trico i współ.165 

wykazali, że przyczyną podwyższonego poziomu α–HBA może być przeciążenie 

metaboliczne (przez BCAAs i wolne FAs) jak również stres oksydacyjny. 

7.3.3. Wpływ metabolitów z grupy aminokwasów na rozwój cukrzycy typu 2 

Mikroflora jelitowa może ułatwiać produkcję metabolitów należących do grupy AAs 

na dwa sposoby. Po pierwsze, gatunki zamieszkujące mikroflorę jelitową wykorzystują 

AAs z pożywienia lub od żywiciela jako elementy do syntezy białek, a dodatkowo AAs 

w okrężnicy mogą potencjalnie działać jako substraty do produkcji SCFAs57,92,166. Liczne 

AAs wykorzystywane przez bakterie beztlenowe mogą być metabolizowane do octanu  

i aminokwasów, w tym Gly, Thr, Glu i Orn57, podczas gdy Thr, Lys i Glu mogą być 

wykorzystywane do syntezy maślanu, a w innym badaniu potwierdzono, że propionian 

jest syntetyzowany głównie z Thr167.  

GM może syntetyzować de novo kilka niezbędnych aminokwasów, co jest 

potencjalnym czynnikiem regulującym homeostazę aminokwasów93. W szczególności 

znajdujące się w jelicie grubym bakterie z rodzaju Clostridium (bakterie wykorzystujące 

Lys lub Pro) są kluczowym czynnikiem napędzającym proces fermentacji AAs, podczas 

gdy bakterie z rodzaju Peptostreptococcus są odpowiedzialne za wykorzystywanie Glu 

lub Trp63. Bakterie z rodzajów Fusobacterium, Bacteroides i Veillonella oraz gatunki 

Megasphaera elsdenii i Selenomonas ruminantium mogą odgrywać znaczącą rolę  

w metabolizmie AAs w jelicie grubym10. 



72 

 

W kontekście analizy próbek krwi niezwykle istotny jest fakt, że AAs wyprodukowane 

przez GM mogą być wchłaniane w jelitach i akumulowane we krwi. W ten sposób GM 

może wpływać na poziomy tej grupy metabolitów we krwi168, które odgrywają ważną 

rolę w wielu procesach patofizjologicznych, a zaburzenia metabolizmu AAs są ściśle 

związane z patogenezą T2DM160. Wykazano, że niektóre AAs, zwłaszcza BCAAs  

i AAAs, wiążą się ze zwiększonym ryzykiem rozwoju T2DM162,169. Potwierdzono,  

że metabolity te są przydatnymi predyktorami rozwoju T2DM, ponieważ ich poziomy  

są znacznie podwyższone w stanie przedcukrzycowym i rosną podczas progresji 

choroby170. Badanie Framingham Offspring Study wykazało, że na podstawie 

podwyższonego poziomu AAs można było przewidzieć zwiększone ryzyko rozwinięcia 

się T2DM nawet do 12 lat przed wystąpieniem choroby65. 

W publikacji nr 3, stanowiącej część niniejszej rozprawy, u pacjentów z predyspozycją 

genetyczną do rozwoju T2DM zaobserwowano wyższy poziom Ala i norleucyny  

w osoczu po posiłku NW, natomiast po posiłku WW podwyższony poziom His. Ala jest 

metabolitem syntetyzowanym z pirogronianu i AAs (głównie BCAAs) w mięśniach 

szkieletowych oraz w jelitach, która jest wykorzystywana w procesie glukoneogenezy  

w wątrobie171. Dlatego też poposiłkowy wzrost Ala w osoczu może zwiększać 

glukoneogenezę i może przyczyniać się do rozwoju hiperglikemii u osób  

z predyspozycjami genetycznymi. Pederseni współ.145 zasugerowali, że GM może być 

ważnym źródłem zwiększonej ilości BCAAs i odgrywać kluczową rolę  

w insulinooporności, co zostało dokładnie opisane we wstępie niniejszej rozprawy. Jeśli 

chodzi o BCAAs, w publikacji nr 2 wchodzącej w skład niniejszej rozprawy 

zaobserwowano różnice w poziomie Leu, której intensywność była znacznie wyższa  

u pacjentów z T2DM niż u tych ze stanem przedcukrzycowym. Wyniki przedstawione  

w tej pracy są zgodne z innymi odkryciami wskazującymi na istotny związek BCAAs 

(zwłaszcza Leu) z T2DM42,43,171,172. Podwyższony poziom BCAAs prowadzi  

do akumulacji karnityny w mięśniach, co wywołuje stres oksydacyjny i dysfunkcję 

mitochondriów, a tym samym pogarsza wrażliwość na insulinę172. Jak już wykazano173, 

niższy poziom Cre w surowicy, może odzwierciedlać mniejszą ilość mięśni 

szkieletowych, a tym samym mniej miejsc docelowych dla insuliny, co może częściowo 

wyjaśniać patogenezę T2DM związaną z niższym poziomem Cre w surowicy. W grupie 

pacjentów z potwierdzoną T2DM zaobserwowano obniżony poziom Cre w porównaniu 

do osób ze stanem przedcukrzycowym. W badaniu przedstawionym przez Agus współ.166 
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w okrężnicy człowieka zidentyfikowano bakterie i grzyby zdolne do rozkładu Cre.  

W związku z tym dokładne oznaczenie tych MDMs może mieć zasadnicze znaczenie  

dla wczesnej diagnozy T2DM. 

Wcześniejsze badania sugerowały, że kilka metabolitów szlaku kynureninowego  

jest diabetogennych dla ludzi, co jest bezpośrednio lub pośrednio kontrolowane  

przez GM174. Ścieżka kynureniny, zaangażowana w metabolizm Trp, była wcześniej 

obserwowana jako ważna w kontekście rozwoju T2DM. Wykazano, że enzym 

odpowiedzialny za konwersję Trp do kynureniny jest regulowany przez GM166.  

W badaniu stanowiącym część niniejszej rozprawy zaobserwowano statystycznie istotne 

zmiany dla Trp u pacjentów w stanie przedcukrzycowym w porównaniu z T2DM. Jedną 

z kluczowych funkcji fizjologicznych Trp jest wykorzystanie go jako źródło azotu  

dla wzrostu niektórych drobnoustrojów (np. Escherichia coli i Klebsiella pneumoniae),  

a zatem zmiana poziomu Trp we krwi ma również związek z mikroflorą jelitową. Dlatego 

zmienność w poziomie Trp i związanej z nim mikroflory, wraz z innymi wewnętrznymi 

i zewnętrznymi czynnikami ryzyka, może być wczesnym predyktorem T2DM. Trp jest 

również prekursorem syntezy serotoniny w błonie śluzowej jelita175,176. Jak wiemy 

serotonina kontroluje uwalnianie insuliny, najważniejszego hormonu regulującego 

stężenie glukozy we krwi177. Co ciekawe, w publikacji 2 będącej częścią niniejszej pracy, 

zaobserwowano podwyższony poziom serotoniny, co może być związane  

ze zwiększonym ryzykiem wystąpienia T2DM, a obserwacje te są zgodne  

z wcześniejszymi doniesieniami178. 

Org i współ.30 wykazali, że wyższy poziom Gln w osoczu był istotnie związany  

z wyższą liczebnością bakterii z rodziny Clostridales. Okazało się, że Glu i Gln  

są powiązane z T2DM. Gln jest transportowana z komórek 𝛽 do krwi, gdzie jest 

gromadzona, a następnie przekształcana w Glu179. Cheng i współ.180 wykazali, że poziom 

Glu, i stosunek Gln/Glu w osoczu jest silnie związany z IR. Stężenie Glu jest również 

jednym z najważniejszych wskaźników retinopatii cukrzycowej.  

W publikacji nr 2 będącej częścią niniejszej rozprawy przeprowadzono także analizę 

krzywych ROC, aby ocenić użyteczność statystycznie istotnych metabolitów,  

które w przyszłości mogłyby usprawnić diagnostykę T2DM. Największą zdolność  

do rozróżniania osób w stanie przedcukrzycowym od pacjentów z T2DM zaobserwowano  

dla kombinacji MDMs tj. Glu, Leu, OA, SA, Trp, Orn i trans-4-hydroksy-L-Pro.  
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Ta kombinacja może służyć jako potencjalny wskaźnik rozwoju T2DM. Dokładność 

diagnostyczną tego panelu metabolitów można dodatkowo zwiększyć, włączając  

do niego rutynowe parametry diagnostyczne, takie jak np.: FG czy HbA1c. 

 

8. Wnioski 

❖ Na podstawie dokonanego przeglądu literatury stwierdzono, że rozwojowi T2DM 

towarzyszą zmiany w poziomie metabolitów związanych z florą jelitową, głównie 

węglowodanów, aminokwasów oraz kwasów tłuszczowych. 

❖ Technika GC–MS pozwala na powtarzalny pomiar w próbkach osocza lub surowicy  

75 metabolitów związanych z florą jelitową. W procesie optymalizacji metody 

wykazano, że najlepsze wyniki uzyskuje się przy przygotowaniu próbek za pomocą 

metanolu z dodatkiem wody. Objętość i stężenie odczynnika do metoksymacji mają 

największy wpływ na powtarzalność i intensywność badanych metabolitów, podczas 

gdy warunki procesu derywatyzacji w największym stopniu wpływają  

na kompletność tego procesu.  

❖ Wykazano różnice w profilach metabolitów związanych z florą jelitową pomiędzy 

osobami ze stanem przedcukrzycowym oraz ze zdiagnozowaną T2DM. Dodatkowo 

w oparciu o otrzymane wyniki wykonano analizę krzywych ROC dla wybranych 

zmiennych i opracowano panel siedmiu metabolitów, który pozwoli odróżnić stan 

przedcukrzycowy od T2DM łącząc je z innymi rutynowymi parametrami 

diagnostycznymi, takimi jak FP lub HbA1c.  

❖ Oba testy prowokacyjne (WW, NW) wywołały zmiany w poziomie MDMs  

u pacjentów mających predyspozycje genetyczne do rozwoju T2DM, w genie 

PROX1. Różnice te mogą być źródłem wczesnych zaburzeń składu GM, związanych 

z przyszłym rozwojem T2DM . 
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9. Publikacje stanowiące rozprawę doktorską 

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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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 
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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 
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10.  Streszczenie 

Cukrzycę typu 2 (z ang. type 2 diabetes mellitus, T2DM) uważa się za jedną  

z najgroźniejszych chorób cywilizacyjnych XXI wieku. W początkowym etapie choroba  

ta zwykle przebiega bezobjawowo, przez co jej wczesne wykrywanie jest utrudnione. 

Przewlekła hiperglikemia prowadzi do wielu mikro– i makronaczyniowych powikłań,  

które mogą przyczyniać się do wielonarządowych uszkodzeń. Ze względu na ciągły wzrost 

liczby osób z T2DM, zasadne jest poszukiwanie nowych rozwiązań pozwalających  

na zrozumienie mechanizmów odpowiedzialnych za powstawanie tej choroby. W ostatnim 

czasie dużo uwagi poświęca się badaniom metabolomicznym, które wykorzystuje się między 

innymi do badania wpływu różnych czunników odpowiedzialnych za rozwój T2DM. 

Znaczącą rolę w etiologii tej choroby odgrywa mikrobiom jelitowy. Jest on 

odpowiedzialny m.in. za przemiany związków drobnocząsteczkowych, określanych mianem 

metabolitów zależnych od mikrobiomu (z ang. microbiota dependent metabolites, MDMs), 

które mogą również przenikać do krwiobiegu. Inne czynniki ryzyka rozwoju T2DM, takie 

jak niewłaściwa dieta, siedzący tryb życia oraz polimorfizmy genetyczne (np.: w genie PROX 

1, z ang. Prospero Homeobox 1) także mogą powodować zmiany w poziomie MDMs. 

Dlatego też oznaczanie tego typu związków u pacjentów z grupy ryzyka może przyczynić się 

do wskazania panelu metabolitów biorących udział w procesach biochemicznych 

prowadzących do rozwoju T2DM. Chromatografia gazowa połączona ze spektrometrią mas 

(GC–MS) jest często wykorzystywana w badaniach metabolomicznych nad T2DM. Technika 

ta zyskała dużą popularność m.in. ze względu na możliwość jednoczesnej analizy wielu 

MDMs, należących do różnych klas. Jednak oznaczanie jak najszerszego spektrum MDMs  

w próbkach krwi wymaga optymalizacji protokołu przygotowania próbek. Jest to szczególnie 

ważne w przypadku analiz przy użyciu GC–MS, gdyż w przypadku wielu metabolitów 

konieczna jest ich derywatyzacja przed oznaczaniem tą techniką.  

Głównym celem badań było poszukiwanie metabolitów związanych z florą jelitową, 

wskazujących na ryzyko rozwoju T2DM. Aby zrealizować cel główny, wyznaczono 

następujące cele pośrednie: i) opracowanie metody przygotowania próbek osocza/surowicy  

do analiz przy użyciu GC–MS pozwalającej na jak najlepszy pomiar wybranych MDMs,  

ii) aplikacja opracowanej metody GC–MS do analizy próbek klinicznych celem wskazania 

różnic w profilu metabolitów surowicy osób zdrowych, w stanie przedcukrzycowym oraz ze 

zdiagnozowaną T2DM, iii) wykorzystanie techniki GC–MS do określenia poposiłkowych 

(posiłek wysokowęglowodanowy (WW) i normowęglowodanowy (NW)) zmian w profilu 
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metabolitów osocza zdrowych mężczyzn w zależności od obecności polimorfizmu w genie 

PROX1.  

W celu osiągnięcia założeń pracy naukowej i zweryfikowania postawionych hipotez 

badawczych, przeprowadzono badania naukowe na archiwalnym materiale biologicznym 

(próbki surowicy oraz osocza) zgromadzonym od ochotników rasy kaukaskiej podczas 

realizacji projektu pt. „Rola czynników behawioralnych, antropometrycznych  

i molekularnych w rozwoju cukrzycy typu 2 – projekt 1000PLUS”. Do badań wykorzystano 

materiał pobrany od 42 pacjentów w stanie przedcukrzycowym (53.0±9.1 lat). Po 5 latach 

obserwacji u 24 pacjentów rozwinęła się T2DM, natomiast 18 pacjentów pozostało w stanie 

przedcukrzycowym. Dodatkowo wykorzystano materiał zebrany od 18 zdrowych mężczyzn 

(35.5±8.0 lat) wśród których 12 charakteryzowało się genotypem ryzyka rozwoju T2DM  

w genie PROX1, a 6 miało genotyp ochronny. W obu badaniach osoby w porównywanych 

grupach były dopasowane pod względem parametrów klinicznych i antropometrycznych.  

Do opracowania metody przygotowania próbek wykorzystano krew od zdrowych osób.  

Na podstawie dokonanego przeglądu literatury stwierdzono, że rozwojowi T2DM 

towarzyszą zmiany w poziomie metabolitów związanych z florą jelitową. Metabolity te to 

głównie węglowodany, aminokwasy oraz kwasy tłuszczowe. Podczas optymalizacji metody 

przygotowania próbek osocza/surowicy do oznaczeń MDMs techniką GC-MS okazało się, 

że najlepsze rezultaty uzyskuje się przy przygotowaniu próbek za pomocą metanolu  

z dodatkiem wody. Ponadto wykazano, że objętość i stężenie odczynnika do metoksymacji 

mają największy wpływ na powtarzalność i intensywność oznaczanych metabolitów, podczas 

gdy warunki procesu derywatyzacji w największym stopniu wpływają na kompletność tego 

procesu. Opracowana metoda pozwala na powtarzalny pomiar w próbkach osocza  

lub surowicy 75 metabolitów związanych z florą jelitową. Na podstawie analizy próbek 

klinicznych wykazano różnice w profilu metabolitów związanych z florą jelitową pomiędzy 

osobami ze stanem przedcukrzycowym oraz ze zdiagnozowaną T2DM. Dodatkowo,  

w oparciu o otrzymane wyniki, wykonano analizy krzywych ROC dla wybranych zmiennych. 

Na ich podstawie wskazano panel siedmiu metabolitów, których pomiar w surowicy pozwala 

odróżnić osoby ze stanem przedcukrzycowym od osób z T2DM. Oba testy prowokacyjne 

(WW, NW) wywołały zmiany w poziomie MDMs u zdrowych osób mających predyspozycje 

genetyczne do rozwoju T2DM w genie PROX1, których nie odnotowano u osób z genotypem 

ochronnym. Różnice w odpowiedzi poposiłkowej mogą być źródłem wczesnych zaburzeń 

metabolicznych, także w poziomie metabolitów związanych z GM, które mogą być 

powiązane z przyszłym 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 risk can 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 healthy patients, 

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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