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WYKAZ SKROTOW

ACC - karboksylaza acetylo-CoA, ang. acetyl-CoA carboxylase

AIHA — autoimmunologiczna niedokrwistos¢ hemolityczna, ang. autoimmune hemolytic

anemia
APRIL - ligand indukujacy proliferacje, ang. a proliferation-inducing ligand

ASCT - autologiczne przeszczepienie komorek macierzystych, ang. autologous stem cell

transplant

ASRI - wystandaryzowany w stosunku do wieku wskaznik zapadalnosci, ang. age-

standardized incidence rate

Bialko M — biatko monoklonalne, ang. M protein

BMI — wskaznik masy ciata, ang. body mass index

CACT - translokaza karnityna-acylokarnityna, ang. carnitine-acylcarnitine-translocase

CMPF - 3-Karboksy-4-metylo-5-propylo-2-furanpropionian, ang. 3-Carboxy-4-methyl-5-

propyl-2-furanpropionate
CoA — koenzym A, ang. coenzyme A
CPT 1, 1l — palmitoilotransferaza karnitynowa I, Il, ang. carnitine palmitoyltransferase I, Il

CRAB - hiperkalcemia, niewydolno$¢ nerek, niedokrwisto$¢, uszkodzenia ko$ci, ang.

hypercalcemia, renal impairment, anemia, bony lesions

CraT - acetylotransferaza karnitynowa, ang. carnitine acetyltransferase

Del — delecja, ang. deletion

DIA — analiza niezalezna od zbieranych danych, ang. data-independent acquisition
DKK1 — biatko 1 zwigzane z Dickkopf, ang. Dickkopf-related protein 1

DLBCL - chtoniak rozlany z duzych limfocytow B, ang. diffuse large B-Cell lymphoma

EPA — kwas eikozapentaenowy, ang. eicosapentaenoic acid



ESI — jonizacja typu elektrorozpylanie, ang. electrospray ionisation
FDR — odsetek wynikéw falszywie dodatnich, ang. false discovery rate
FISH — fluorescencyjna hybrydyzacja in situ, ang. fluorescent in situ hybridization

GM-CSF - czynnik stymulujgcy tworzenie kolonii granulocytow i makrofagow, ang.

granulocyte-macrophage colony-stimulating factor

GPI-AP —  bialka zakotwiczone w  glikozylofosfatydyloinozytolu, ang.
glycosylphosphatidylinositol-anchored proteins

GPR55 — receptor 55 sprzg¢zony z biatkiem G, ang. G protein-coupled receptor 55
IFE — immunofiksacja, ang. immunofixation electrophoresis
IL — interleukina, ang. interleukin

IMWG — Migdzynarodowa Grupa Robocza do spraw Szpiczaka, ang. International Myeloma
Working Group

IS — standard wewng¢trzny, ang. Internal Standard
ISS — Migdzynarodowy Indeks Prognostyczny, ang. International Staging System
KIV — kwas alfa-keto-izowalerianowy, ang. alpha-ketoisovalerate

LC-MS/MS - chromatograf cieczowy sprzezony z tandemowa spektrometrig mas, ang. liquid

chromatography with tandem mass spectrometry

LC-QTOF-MS — chromatograf cieczowy sprzezony ze spektrometrig mas z kwadrupolem
i analizatorem czasu przelotu, ang. liquid chromatography quadrupole time of flight mass

spectrometry

LDH — dehydrogenaza mleczanowa, ang. lactate dehydrogenase

LPC — lizofosfatydylocholina, ang. lysophosphatidylcholine

LPE - lizofosfatyfyloetanoloamina, ang. lysophosphatidylethanolamine

LPI — lizofosfatydyloinozytol, ang. lysophosphatidylinositol

MAPK —kinazy aktywowane mitogenami, ang. mitogen-activated protein kinases

MFE — wyodrebnianie cech metabolicznych, ang. molecular feature extraction



MGUS — gammapatia monoklonalna o nieustalonym znaczeniu, ang. monoclonal gammopathy

of undetermined significance
MIP-1a — biatko zapalne makrofagow, ang. macrophage inflammatory protein
MM - szpiczak plazmocytowy, ang. multiple myeloma

MS/MS — tandemowa spektrometria mas, ang. tandem mass spectrometry

m/z — stosunek masy do tadunku, ang. mass-to-charge ratio
NF—B — jadrowy czynnik transkrypcyjny NF kappa B, ang. nuclear-kappa B factor
NSMM - szpiczak niewydzielajacy, ang. non-secretory multiple myeloma

OPLS-DA — metoda ortogonalnych czastkowych najmniejszych kwadratow, ang. orthogonal

partial least square discriminant analysis

OS — mediana catkowitego przezycia, ang. overall survival

p-value — warto$¢ prawdopodobienstwa, ang. probability

PBL — przewlekla biataczka limfocytowa, ang. chronic lymphocytic leukemia
PC — fosfatydylocholina, ang. phosphatidylcholine

PCA — analiza gtéwnych sktadowych, ang. principal component analysis

PCL - bialaczka plazmocytowa, ang. plasma cell leukemia

PE — fosfatydyloetanoloamina, ang. phosphatidylethanolamine
P1 — fosfatydyloinozytol, ang. phosphatidylinositol

POEMS - szpiczak osteosklerotyczny; zespdt zwigzany z polineuropatig, organomegalia,
endokrynopatia, gammapatia monoklonalng izmianami skornymi, ang. osteosclerotic
myeloma; polyneuropathy, organomegaly, endocrinopathy, monoclonal gammopathy, skin

changes syndrome
Q? — wspotczynnik przewidywania, ang. coefficient of prediction
QA — kontrola jakosci, ang. quality assurance

QC — probka kontrolujaca jako$¢ oznaczen, ang. quality control



R? — wspotczynnik determinacji, ang. coefficient of determination

RANKL - ligand aktywatora receptora jadrowego czynnika k B, ang. receptor activator of

nuclear factor xB ligand

R-ISS — Zmodyfikowany Mi¢dzynarodowy Indeks Prognostyczny, ang. Revised International
Staging System

RSD — wspotczynnik zmiennosci, ang. Relative Standard Deviation
RT — czas retencji, ang. retention time

SLIM — szeécdziesiat, tancuchy lekkie, rezonans magnetyczny, ang. Sixty, light chains,

magnetic resonance

SM - sfingomielina, ang. sphingomyelin

SMM - szpiczak bezobjawowy, ang. smouldering multiple myeloma
SPEP — elektroforeza bialek surowicy, ang. serum protein electrophoresis
t — translokacja, ang. translocation

TNF — czynnik martwicy nowotworoéw, ang. tumor necrosis factor

UPEP - elektroforeza biatlek w moczu, ang. urine protein electrophoresis
vs. — kontra, ang. versus

WHO — Swiatowa Organizacja Zdrowia, ang. World Health Organisation



WSTEP
1.1. Wystepowanie, patogeneza i klasyfikacja dyskrazji plazmocytowych

Dyskrazje plazmocytowe to grupa chordb, ktérych wspolng cechg jest klonalny rozrost
komorek plazmatycznych oraz zdolno$¢ tych komorek do produkcji monoklonalnego bialtka,
tak zwanego biatka M [1]. W sktad tej paraproteiny moze wchodzi¢ kompletna czgsteczka
immunoglobuliny zbudowana z tancuchow polipeptydowych: dwoéch tancuchdéw cigzkich
nalezacych do jednego z pigciu wariantow - alfa (a), delta (), epsilon (g), gamma (y) lub mi
(1), oraz dwoch tancuchéw lekkich jednej z form - kappa (k) lub lambda (L), lub jedynie jej
fragment. Obecnos$¢ biatka M mozna potwierdzi¢ badaniem immunofiksacji biatek w surowicy
i/lub wmoczu (ang. serum protein electrophoresis (SPEP), urine protein electrophoresis
(UPEP)). Przebieg kliniczny dyskrazji plazmocytowych jest zréoznicowany. Obserwujemy
zarowno choroby rozwijajace si¢ powoli, niewywolujagce objawow i niewymagajace leczenia
przeciwnowotworowego po rozpoznaniu jak i takie, ktorych agresywnos¢ przebiegu wywotuje
uposledzenie funkcji narzadéw, moze zagraza¢ zyciu oraz wymaga natychmiastowego
leczenia. Klasyfikacje dyskrazji plazmocytowych zaproponowang przez Swiatowa Organizacje

Zdrowia (ang. World Health Organisation, WHO) przedstawiono w tabeli 1 [1].

Tab.1. Podziat dyskrazji plazmocytowych wedtug klasyfikacji Swiatowej Organizacji Zdrowia (2016)

Gammapatia monoklonalna o nieustalonym znaczeniu (MGUS), 1gG/IgA

Szpiczak plazmocytowy
(tlacy/niewydzielajacy/biataczka plazmocytowa)

Plazmocytoma
(pojedynczy guz plazmocytowy ko$ci/pozakostny)

Choroby z odkladania immunoglobulin
(pierwotna amyloidoza/choroba tancuchéw lekkich/choroba tancuchow cigzkich)

Szpiczak osteosklerotyczny (tzw. zespét POEMS, ang. polyneuropathy, organomegaly,
endocrinopathy, monoclonal gammopathy, skin changes syndrome)

(polineuropatia, organomegalia, zaburzenia endokrynologiczne, gammapatia monoklonalna,
zmiany skorne)




1.2.  Szpiczak plazmocytowy i gammapatia monoklonalna o nieokre$lonym

znaczeniu

Jedna z czgsciej obserwowanych dyskrazji plazmocytowych jest szpiczak plazmocytowy
(ang. multiple myeloma, MM). Wedtug dostepnych danych wystandaryzowany w stosunku do
wieku wskaznik zapadalnosci na MM (ang. age-standardized incidence rate, ASIR) na Swiecie
w 2019 roku wynosit 1,92/100 000 oso6b [2]. Biorgc pod uwagg lata 1990 — 2016, liczba chorych
na MM wzrosta 0 126% [3], a sama choroba stanowi obecnie do 2% wszystkich przypadkow
zachorowan na nowotwory ztosliwe i 10% nowotworéw hematologicznych. W Polsce rocznie
obserwowanych jest ponad 2000 nowych przypadkow, co czyni chorobe jednym z trzech

najczesciej wystepujacych nowotwordéw hematologicznych [4,5].

Pierwsze udokumentowane informacje dotyczace szpiczaka plazmocytowego pochodza
z opisanego W 1844 przez Samuela Solly’ego przypadku klinicznego 39-letniej kobiety
z nasilonymi dolegliwosciami bolowymi W obrgbie kregostupa oraz patologicznymi
ztamaniami. Termin ,,szpiczak mnogi” zostal zaproponowany w 1873 roku przez Osipa
Rustickiego. W 1889 roku Otto Kahler opisat kolejny przypadek 46-letniego pacjenta z boélami
kostnymi oraz charakterystycznymi zmianami w badaniach laboratoryjnych (niedokrwistosc,
albuminuria, nietypowe biatko w badaniu ogélnym moczu), a choroba zyskata drugg nazwe -

choroba Kahlera [6,7].

Etiologia szpiczaka plazmocytowego nie zostata do konca poznana. U podtoza choroby lezy
klonalny rozrost komorek plazmatycznych w szpiku kostnym, czyli komorek wywodzacych sig
z dojrzatych limfocytow B [8]. Komorki te, zamiast pelni¢ funkcje obronne w organizmie
1 produkowa¢ przeciwciala skierowane przeciwko konkretnemu antygenowi, np.
polisacharydom wchodzacym w sktad otoczki bakterii, proliferujg w sposéb niekontrolowany
w szpiku kostnym oraz innych narzadach. Dodatkowo produkuja nieprawidiowe
immunoglobuliny, przez co wywierajg destrukcyjny wpltyw na caly organizm i powoduja
wystepowanie charakterystycznych objawoéw oraz nieprawidlowosci w badaniach
laboratoryjnych. Prawidlowy proces powstawania komorki plazmatycznej przedstawia

ponizsza rycina 1.
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Ryc.1. Réznicowanie i dojrzewanie szeregu limfocytarnego [9]

Proces powstawania nowotworowo zmienionej komorki plazmatycznej zwigzany jest migdzy
innymi z wystagpieniem mutacji w obrebie genu tancucha cigzkiego immunoglobulin, ktore

w konsekwencji prowadza do wytworzenia klonu niesmiertelnych plazmocytow [1,10].

Szpiczak plazmocytowy jest heterogennym biologicznie i klinicznie nowotworem.
Obserwowane s3 postaci bezobjawowe, skapo-wydzielajace (oligosekrecyjne) lub
nieprodukujagce biatka monoklonalnego, zlokalizowane poza szpikiem kostnym czy
biataczkowe formy choroby. Uwaza sig, ze kazda z nich nie stanowi oddzielnej jednostki
chorobowej, a kolejny stopien zaawansowania procesu nowotworowego [11]. Tabela nr 2
przedstawia kryteria diagnostyczne wymagane do rozpoznania poszczeg6lnych wariantow

szpiczaka plazmocytowego.
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Tab.2. Kryteria diagnostyczne oraz warianty szpiczaka plazmocytowego [5]

Szpiczak
plazmocytowy
odosobniony

(plasmacytoma)

Szpiczak
bezobjawowy (tlacy)
(SMM, ang.
smouldering MM)

Szpiczak niewydzielajacy
(NSMM, ang. non
secretory myeloma)

Szpiczak
plazmocytowy
objawowy (ang.
active multiple

myeloma)

Bialaczka
plazmocytowa
(PCL, ang.
plasma cell
leukemia)

Pojedynczy guz
zbudowany
z nowotworowych
komorek
plazmatycznych;
brak zajecia szpiku;
brak objawow
uszkodzenia

narzagdowego

Stwierdzenie 10-60%
nowotworowych
plazmocytow
w szpiku kostnym;
biatko monoklonalne
w surowicy (I1gG lub
IgA) > 30g/1
lub
biatko monoklonalne
w dobowej zbidrce
moczu > 500 mg/24h;
brak objawow
uszkodzenia

narzagdowego

Stwierdzenie 10-60%
nowotworowych
plazmocytow w szpiku
kostnym;
brak biatka
monoklonalnego
W surowicy i moczu;
brak objawow uszkodzenia

narzagdowego

Stwierdzenie 10-
60%
nowotworowych
plazmocytow
w szpiku
kostnym;
biatko
monoklonalne
w surowicy (IgG
Iub IgA) > 30g/1
lub
biatko
monoklonalne
w dobowej
zbiorce
moczu > 500
mg/24h;
objawy
uszkodzenia
narzadowego
(CRAB SLiM)

Stwierdzenie
>2000/ul
nowotworowych
plazmocytow we
krwi lub
klonalne
plazmocyty
stanowigce
>20% krazacych

leukocytow

Powstanie postaci objawowej MM, wymagajace] leczenia przeciwnowotworowego,
poprzedzone jest wystepowaniem tzw. stanu przednowotworowego okreslonego jako
gammapatia monoklonalna o nieustalonym znaczeniu (ang. monoclonal gammopathy of
undetermined significance - MGUS), w ktoérym stwierdza si¢ <10% klonalnych plazmocytow
w szpiku kostnym oraz biatko monoklonalne W surowicy w stezeniu mniejszym niz 30g/1 [5].
Stan ten wystepuje U ponad 3% populacji powyzej 50. roku zycia i u 5% w wieku powyzej 70
lat, przebiega bezobjawowo i czesto wykrywany jest przypadkowo podczas diagnostyki innych
schorzen. Mimo ze wystgpienie MGUS poprzedza rozw¢j dyskrazji plazmocytowej,
z szacowanym ryzykiem transformacji w kierunku szpiczaka plazmocytowego wynoszacym
1%/rok, jej stwierdzenie nie zawsze determinuje wystgpienic MM [7, 8]. Ryzyko progres;ji
MGUS do MM jest zalezne od stezenia biatka monoklonalnego i iloSci nowotworowo
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zmienionych komorek plazmatycznych w szpiku. Proby opracowania modelu stratyfikacji

ryzyka progresji zostaty przedstawione w tabeli nr 3.

Tab.3. Stratyfikacja ryzyka progresji MGUS do MM [12]

% plazmocytéw W szpiku Stezenie biatka Prawdopodobienstwo
monoklonalnego w sutowicy progresji MGUS do MM
(g/dl)
>10 >3 87%
>10 <3 70%
<10 >3 39%

Warto zaznaczy¢, ze na podstawie obecnie obowigzujacych kryteriow diagnostycznych [Tab.2]
pacjenci, u ktorych odsetek komorek plazmatycznych w szpiku wynosi >10% sa klasyfikowani
jako pacjenci ze szpiczakiem plazmocytowym — w przypadku braku objawow choroby
rozpoznaje si¢ szpiczaka bezobjawowego (ang. SMM, smouldering multiple myeloma),
a w przypadku braku obecnosci biatka M - niewydzielajacego (ang. NSMM, non secretory
myeloma); obecno$¢ wskaznikow uszkodzenia narzadowego kwalifikuje do rozpoznania
objawowego MM. Proces transformacji MGUS do kolejnych stadiow szpiczaka

plazmocytowego przedstawia rycina nr 2.

F Szpiczak .
Szpiczak Biataczka
e niewydzielajacy plgirj%(\),;:gtveywy plazmocytowa

Ryc. 2. Etapy transformacji szpiczaka plazmocytowego

1.3.  Czynniki ryzyka rozwoju szpiczaka plazmocytowego

Czestos¢ wystepowania MM ro$nie z wiekiem — w 90% przypadkow choroba dotyczy osob
powyzej 50. roku zycia, W tym 40% to osoby powyzej 80. roku zycia. Okoto 2% pacjentow
diagnozowanych jest przed 40. rokiem zycia, ponizej 30. roku zycia — zaledwie 0,3% [13]. Nie
stwierdzono przypadkéw szpiczaka plazmocytowego wsrdd dzieci [1]. Mediana wieku chorych

w trakcie rozpoznania MM wynosi 70 lat [1,5].
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Poza wiekiem, do czynnikoéw ryzyka wystapienia choroby zaliczy¢ mozna pte¢ oraz rasg.
Choroba nieco czgséciej obserwowana jest U mezczyzn niz kobiet (M/K = 1,21) oraz dwukrotnie
czesciej u Afroamerykanéw w stosunku do rasy biatej [5,14]. Mimo ze choroba nie jest
uznawana za chorobe genetyczna, zdarzajg si¢ przypadki rodzinnego wystepowania MGUS czy
MM. Wystepowanie W najblizszej rodzinie choréb nowotworowych, przede wszystkim

limfoproliferacyjnych, zwigksza ryzyko pojawienia si¢ MM [15-17].

W badaniach dotyczacych epidemiologii szpiczaka plazmocytowego zaobserwowano réwniez
zwigzek z otytoscia, ktora zwieksza ryzyko wystapienia choroby. Podwyzszone ryzyko
wzgledne odnotowywano niezaleznie od wykorzystywanego wskaznika otytosci (BMI, obwod
talii, obwdd bioder) [17,18]. Wplyw otytosci na rozwoj szpiczaka plazmocytowego nie zostat
W pelni wyjasniony. Uwaza si¢, ze moze t0 mie¢ zwigzek z produkowang przez adipocyty
interleuking 6, ktora posiada udowodnione dziatanie antyapoptotyczne i wptyw na mozliwosci

proliferacji komorek szpiczakowych [18].

Nie udowodniono wptywu narazenia na promieniowanie i substancje chemiczne na ryzyko
rozwoju MM czy MGUS [17].

1.4.  Objawy kliniczne u pacjentow ze szpiczakiem plazmocytowym

Jak juz wcze$niej wspomniano, obraz kliniczny szpiczaka plazmocytowego moze by¢ bardzo
zroznicowany - od przypadkow catkowicie bezobjawowych (SMM) do agresywnych,
powodujacych w krotkim czasie niewydolnos¢ wielonarzagdowa 1 $mier¢. Oprocz
niespecyficznych objawow ogdlnych, takich jak ostabienie i spadek masy ciata, obserwuje si¢
Kliniczne i laboratoryjne symptomy uszkodzenia narzadowego, tacznie okreslane angielskim
akronimem ,,CRAB” (ang. C - hypercalcemia, R - renal impairment, A - anemia, B - bony
lesions (hiperkalcemia, niewydolnos$¢ nerek, niedokrwistos¢, uszkodzenia kosci)), ktorych
wystapienie nie tylko znacznie nasila podejrzenie szpiczaka plazmocytowego, lecz jest takze
brane pod uwage podczas podejmowania decyzji odnosnie wiaczenia leczenia

przeciwnowotworowego.

14



Tab.4. Kryteria uszkodzenia narzadowego zwigzanego ze szpiczakiem plazmocytowym (CRAB)

Objaw Kryterium rozpoznania

Hiperkalcemia Stezenie wapnia W surowicy > 2,75 mmol/l
(>11 mg/dl) lub >0,25 mmol/l (>1 mg/dl)

powyzej gbrnej granicy normy

Niewydolno$¢ nerek Klirens kreatyniny ponizej 40 ml/min lub
stezenie kreatyniny W surowicy przekraczajace

177 umol/l (2 mg/dl)

Niedokrwisto$¢ Hemoglobina <10 g/dl lub jej stezenie co

najmniej 2 g/dl ponizej normy

Uszkodzenia kosci Stwierdzenie na podstawie badan obrazowych

jednego lub wiecej ognisk osteolizy

Hiperkalcemia i zwigzane z nig objawy, takie jak na przyktad wymioty, zaparcia, niemiarowo$¢
pracy serca, bole glowy, ostabienie sity mig$niowej, sennos¢ czy $pigczka, obserwowana jest
u okoto 13% chorych na MM [19]. Jest to najczestsze powiklanie metaboliczne MM.
Patogeneza hiperkalcemii w przebiegu tej choroby ma zwigzek z interakcja komorek
nowotworowych z tkankg kostng, a doktadniej zwigkszong ekspresja aktywatorow
osteoklastow takich jak RANKL (ang. receptor activator of nuclear factor kB ligand, ligand
aktywatora receptora jadrowego czynnika kB), MIP-1a (ang. macrophage inflammatory
protein, biatko zapalne makrofagow) czy DKK1 (ang. Dickkopf-related protein 1, biatko 1
zwigzane z Dickkopf) bedacego inhibitorem ro6znicowania osteoblastow oraz zmniejszeniem
ekspresji inhibitorow osteoklastogenezy, takich jak osteoprotegeryna, co prowadzi do
nadmiernej aktywacji osteoklastow, hamowania aktywno$ci osteoblastow, a tym samym do
zwigkszonej osteolizy W stosunku do kosciotworzenia [1, 20, 21]. Wzmozona osteoliza moze

z kolei powodowac¢ bole kostne i ztamania, w tym ztamania patologiczne.

Uszkodzenie nerek dotyka okoto 20-40% pacjentow z nowo rozpoznanym szpiczakiem
plazmocytowym [19]. Najczgstsza przyczyng tego powikltania jest nefropatia wateczkowa,
bedaca wynikiem nagromadzenia tancuchow lekkich w kanalikach dystalnych gdzie, po
polaczeniu z wydzielanym przez kanalik dalszy nefronu biatkiem Tamma-Horsfalla, powoduja

niedrozno$¢ kanalikow. Lancuchy lekkie majg rowniez toksyczny wplyw na kanalik
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proksymalny [1]. Czynnikami sprzyjajacymi wystgpieniu uszkodzenia nerek sa roéwniez
hiperkalcemia, odwodnienie czy hiperurykemia [22].

Najczg$ciej obserwowanymi objawami szpiczaka plazmocytowego sa niedokrwisto$¢ oraz
wspomniane bole kostne, stwierdzane odpowiednio u 40-75% i 70% chorych. Przyczyna
anemii w MM jest zajecie szpiku przez komorki nowotworowe oraz proapoptotyczne dziatanie
wydzielanych przez plazmocyty interleukiny 1 i TNF (ang. tumor necrosis factor, czynnik
martwicy nowotworéw) na produkowane W Szpiku erytroblasty [1]. Obserwowana
niedokrwisto§¢ zaliczana jest do niedokrwisto$ci normocytarnych, normochromicznych.
U pacjentdw z wysokim poziomem biatka monoklonalnego W surowicy moze wystapi¢ tak
zwana rulonizacja erytrocytow, czyli skupiska czerwonych krwinek widoczne w rozmazie krwi
obwodowej [22]. Bole kostne, bedace jedna z najczestszych przyczyn zglaszania si¢ chorych
do lekarza i rozpoczecia diagnostyki w Kkierunku szpiczaka, zlokalizowane sa gldwnie
w kosciach ptaskich i kregostupie, szczegoélnie w odcinku ledzwiowym [1]. Glowna przyczyna
ich wystepowania jest wyzej wspomniana osteoliza. Dolegliwo$ci bolowe zglaszane przez
chorych na MM mogg wynika¢ rowniez z uszkodzenia uktadu nerwowego spowodowanego na
przyktad kompresja nerwu lub rdzenia kregowego przez masy nowotworowe czy zniszczenie
struktury kosci. Sg to rowniez kolejne przyczyny, obok hiperkalcemii czy zespotu nadlepkos$ci
spowodowanego nadprodukcja biatka monoklonalnego, powodujace inne objawy
neurologiczne wsrod pacjentéw z MM, takie jak oslabienie czucia, sily migsniowe;,

nietrzymanie moczu, stolca czy nawet paraliz [23].

W 2014r. kryteria uszkodzenia narzagdowego CRAB poszerzono 0 biomarkery nowotworu
wchodzace w sktad akronimu SLiM (ang. S- sixty, Li — light chains, M — magnetic resonance;
sze$Cdziesigt, tancuchy lekkie, rezonans magnetyczny), ktore przedstawia tabela 5.
Stwierdzenie jednego lub wigcej wymienionych czynnikow istotnie zwieksza ryzyko
wystapienia uszkodzenia narzagdowego U pacjentow z MM, w zwigzku z czym
Migdzynarodowa Grupa Robocza do spraw Szpiczaka (ang. International Myeloma Working
Group, IMWG) w tym samym roku oficjalnie wiaczyta SLiM do kryteriow kwalifikujacych

chorych do terapii przeciwnowotworowej.
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Tab. 5. Biomarkery nowotworu (SLiM)

Kryterium Opis

S Klonalne plazmocyty stwierdzone w szpiku
kostnym lub na podstawie biopsji tkanki >60%

Li Stosunek wolnych tancuchoéw lekkich w surowicy
>100, przy stezeniu tancuchéw monoklonalnych
wynoszacym >100 mg/I

M > 2 zmian ogniskowych 0 wymiarze >5 mm
W obrazowaniu metodg rezonansu magnetycznego

Warto rowniez wspomnie¢ 0 zwigkszonym ryzyku infekcji wsrdd pacjentow z MM, ktore ma
zwigzek ze zmniejszong produkcjg prawidtowych immunoglobulin, zmniejszong odpowiedzig
wytworzonych przeciwciat i uposledzong opsonizacjg [22]. Infekcje wsrdd chorych na MM sg

jedng z czgstszych przyczyn zgondow w tej populacji [24].

1.5. Ocena stadium zaawansowania oraz czynniki rokownicze w szpiczaku
plazmocytowym

Jedng z pierwszych szeroko stosowanych klasyfikacji stluzacych do oceny stadium
zaawansowania choroby byla zaproponowana w 1975 roku klasyfikacja Duriego-Salmona,
ktora uzywana byta do stratyfikacji pacjentow z MM i skupiata si¢ na zmiennych zwigzanych
Z masg szpiczaka [7]. Miata ona jednak pewne ograniczenia jesli chodzi 0 kategoryzacj¢ zmian
kostnych, w zwigzku z czym w 2006 roku rozszerzono ja 0 obecno$¢ zmian W badaniach

obrazowych (Durie-Salmon Plus Staging) [1, 25].
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Tab. 6. Klasyfikacja Duriego-Salmona uzupetniona 0 zmiany w badaniach obrazowych (Durie-Salmon

Plus Staging)

Stadium |

e stezenie hemoglobiny ponizej 10 g/dl

e obecno$¢ biatka monoklonalnego w surowicy: IgG < 50 g/l lub IgA <30 g/l
e waph w surowicy < 11 mg/dl (2,75 mmol/l)

e wydalanie wapnia z moczem <150 mg/24h

e wydalanie monoklonalnych tancuchéw lekkich w moczu <4 g/24h

e brak zmian kostnych lub pojedyncze ogniska osteolizy

Stadium 11

e brak spelnionych kryteriow dla stadium I 1 111

Stadium 11

Spelnione co najmniej jedno z ponizszych kryteriow:

e Hgb <8,5¢/dI

e obecno$¢ biatka monoklonalnego w surowicy: IgG > 70 g/I lub IgA >50g/1
e wapn w surowicy >11 mg/dl (2,75 mmol/l)

e wydalanie monoklonalnych tancuchéw lekkich w moczu >12g/24h

e wydalanie wapnia z moczem >150 mg/24h

e obecno$¢ licznych ognisk osteolizy

Ocena wydolnoSci nerek

A: stezenie kreatyniny w surowicy < 2 mg/dl (< 1,73 mmol/I)

B: stezenie kreatyniny w surowicy > 2 mg/dl (> 1,73 mmol/l)

Obecno$¢ zmian w badaniach obrazowych

Stopien I - <4 zmian ogniskowych
Stopien II - 5-20 zmian ogniskowych lub umiarkowany rozlany naciek

Stopien III - >20 zmian ogniskowych lub zaawansowany rozlany naciek
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W 2005 roku IMWG zaproponowata system stuzacy do oceny przewidywanego czasu
przezycia pacjentdow z NOWO rozpoznanym szpiczakiem plazmocytowym. Migdzynarodowa
klasyfikacja prognostyczna szpiczaka plazmocytowego (ang. International Staging System,
ISS) bierze pod uwage dwa parametry laboratoryjne: stezenie B2-mikroglobuliny, bedacej
markerem choréb limfoproliferacyjnych, oraz st¢zenie alouminy w surowicy. W 2015 roku ta
sama grupa opublikowata zaktualizowang klasyfikacje R-ISS (ang. Revised International
Staging System), do ktorej dodano czynniki genetyczne oraz poziom dehydrogenazy
mleczanowej (LDH). Porownanie obu systemow wraz z przewidywanym czasem przezycia

pacjentdw W poszczegolnych stadiach przedstawia ponizsza tabela 7.

Tab. 7. Mi¢dzynarodowy Indeks Prognostyczny (ISS) oraz jego zaktualizowana wersja (R-1SS)

Stadium ISS R-ISS

| B2-mikroglobulina <3,5 mg/l, albumina Dodatkowo:
>3,5 g/dl - brak aberracji z grupy wysokiego ryzyka
Mediana czasu przezycia: 62 miesigce - prawidlowe stezenie LDH

Odsetek 5-letniego przezycia: 82%

1] B2-mikroglobulina <3,5 mg/l, albumina | Brak spetnionych kryteriow dla R-ISS 1 lub
<3,5 g/dl lub R-1SS 3
B2-mikroglobulina 3,5-5,5 mg/I Odsetek 5-letniego przezycia: 62%

Mediana czasu przezycia: 44 miesigce

11 B2-mikroglobulina >5,5 mg/l Dodatkowo:

Mediana czasu przezycia: 29 miesiecy - obecno$¢ aberracji  z grupy wysokiego
ryzyka: del(17p), t(4;14), t(14;16)

- stezenie LDH powyzej normy

Odsetek 5-letniego przezycia: 40%

Duza role w ocenie rokowania pacjentow zZ MM odgrywaja zaburzenia genetyczne.
W badaniach przeprowadzanych przy pomocy fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (ang.
fluorescent in situ hybridization, FISH) klonalnych plazmocytow stwierdzano, ze okoto 40-
50% komodrek nowotworowych charakteryzuje si¢ obecno$cig trisomii, a W wigkszosci
pozostatych przypadkéw obserwowano translokacje obejmujaca locus tancucha cigzkiego
immunoglobulin. Stwierdzono, ze zarowno haploidalna liczba chromosomoéw, jak i trisomia

chromosomdow nieparzystych zwigzana jest z korzystniejsza prognoza. Wyjatek stanowig
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chromosomy 17, 18 i 21, ktorych zaburzenia zwigzane sa z gorszym rokowaniem. Translokacje
wysokiego ryzyka, takie jak t(14;20), t(14;16) oraz del(17p) mimo postepu W leczeniu
przeciwnowotworowym wcigz sa zwigzane ze zlym rokowaniem [26]. Podsumowanie
korzystnych i niekorzystnych zmian genetycznych przedstawiajg opracowane po raz pierwszy
I uaktualniane co p6t roku zalecenia Mayo Stratification of Myeloma and Risk-Adapted
Therapy, w skrocie mSMART (Tab.8.) oraz przez wspomniang International Myeloma
Working Group (Tab.9.).

Tab.8. Stratyfikacja ryzyka w szpiczaku plazmocytowym opracowana przez ekspertow z Mayo Clinic
(mMSMART)

Ryzyko wysokie Ryzyko standardowe
Dell7p/mutacja p53 Pozostate, w tym:
t(4;14) trisomie
t(14;16) t(11;14)
t(14:20) t(6;14)
dodatkowy fragment 1q

Tab.9. Stratyfikacja ryzyka w szpiczaku plazmocytowym opracowana przez International Myeloma

Working Group

Ryzyko wysokie Ryzyko standardowe

niekorzystna sygnatura w metodzie badania Inne zmiany, w tym t(6;14), t(11;14)
profilu ekspresji genow

FISH: t(4;14), t(14;16), t(14,;20), del(17p),
amp(1q)

Cytogenetyka: del(13p)

Kariotyp niehiperdiploidalny

1.6. Leczenie chorych na MGUS i szpiczaka plazmocytowego

Pacjenci z rozpoznang gammapatia monoklonalng 0 nieustalonym znaczeniu nie wymagaja
leczenia, a jedynie obserwacji. Elektroforeze biatek surowicy nalezy powtorzy¢ 3—6 miesiecy
po rozpoznaniu MGUS, a nastgpnie co 6 miesigcy, aby wykluczy¢ progresje do szpiczaka
plazmocytowego. W przypadku stabilnej choroby kontrola stgzenia biatka monoklonalnego

moze odbywac si¢ nawet co 2-3 lata. Wczesniejsze badania, w tym biopsja szpiku kostnego,
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powinny by¢ wykonywane W kazdym przypadku pojawienia si¢ objawow lub

nieprawidlowosci W badaniach laboratoryjnych sugerujacych progresje do MM [12].

Leczenie szpiczaka plazmocytowego mozna podzieli¢ na leczenie przyczynowe, czyli majace
na celu zniszczenie komodrek nowotworowych, oraz leczenie wspomagajace, ukierunkowane
na zwalczanie objawow towarzyszacych chorobie. Nalezy jednak pamigtaé, ze nie kazdy chory
z rozpoznanym MM wymaga leczenia przeciwnowotworowego w momencie rozpoznania. Do
leczenia kwalifikuja si¢ pacjenci z objawowym szpiczakiem plazmocytowym, to jest chorzy,
u ktérych spetnione jest jedno lub wigcej kryteriow CRAB SLiM [1]. Wybdr terapii zalezny
jest od wieku pacjenta, choréb wspoétistniejacych, mozliwosci przeprowadzenia procedury
ASCT (autologiczne przeszczepienie komorek macierzystych, ang. autologous stem cell
transplant) i czynnikoéw ryzyka choroby (w tym zaburzen genetycznych). Chorzy kwalifikujacy
si¢ do ASCT powinni otrzymywac 3-4 cykle leczenia indukujacego opartego na schematach
zawierajacych odwracalny inhibitor proteasomu 26S jakim jest bortezomib, a nastepnie by¢
poddani wysokodawkowej chemioterapii z nastepczg autologiczng transplantacja komorek
krwiotworczych [27, 28]. Leczenie pacjentow niekwalifikujacych si¢ do ASCT oparte jest na
schematach z melfalanem w potaczeniu z takimi lekami nowszej generacji jak bortezomib,
talidomid i lenalidomid lub na schematach bazujgcych na lenalidomidzie [1, 28]. W obu
przypadkach, po zakonczeniu gtéwnego leczenia choroby, stosuje si¢ leczenie podtrzymujace

oparte na talidomidzie lub lenalidomidzie [1, 27, 28].

W przypadku opornego, nawrotowego szpiczaka plazmocytowego ze wzglgdu na mnogos¢ klas
lekow przeciwnowotworowych (inhibitory proteasomdw, leki immunomodulujace, alkilujace,
przeciwciala monoklonalne) preferuje si¢ zindywidualizowane podejscie do pacjenta.
W wyborze odpowiedniego leczenia istotne znaczenie ma nie tylko wiek pacjenta i choroby
wspotistniejace, lecz takze ryzyko -cytogenetyczne, wczesniej stosowane schematy
chemioterapii i ilo$¢ dotychczasowych linii leczenia, wystepowanie powiktan poprzednich

terapii, mozliwos$¢ przeprowadzenia procedury ASCT i preferencje pacjenta [1, 27].

1.7.  Ocena rokowania u chorych na szpiczaka plazmocytowego

Postepy W leczeniu szpiczaka plazmocytowego, jakie zaszly w ciggu ostatnich 15 lat,
spowodowaly znaczng poprawe jakosci I dlugosci zycia pacjentow z MM [27]. Dane
Z randomizowanych kontrolowanych badan z zastosowaniem nowoczesnej terapii pokazuja, ze

mediana przezycia W MM wynosi okoto 6 lat. W grupie pacjentow kwalifikujgcych sie do
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procedury autologicznego przeszczepienia komodrek macierzystych mediana catkowitego
przezycia (ang. overall survival, OS) wynosi okoto 8 lat. Wsrdod pacjentow >75. roku zycia
mediana OS to okoto 5 lat. Wydaje si¢, ze prawdopodobienstwo przezycia moze by¢ zanizone
W zwigzku zZ wprowadzonymi do schematow leczenia W ciggu ostatnich 3-5 lat przeciwciatami
monoklonalnymi oraz lekami nowej generacji, ktore nie byty powszechnie dostgpne podczas
prowadzenia powyzszych badan [14]. Co wiegcej, obecnie prowadzonych jest 306 badan
klinicznych skupiajgcych sie na leczeniu chorych na MM — 81 dotyczy chorych z nowo
zdiagnozowang chorobg, a 225 obejmuje opornego/nawrotowego szpiczaka plazmocytowego
[https://clinicaltrials.gov/; stan na 12.01.2023r.]. Daje to jeszcze wigkszg szans¢ na poprawe
OS wsrod pacjentow z MM.

Mimo duzych postepéw W leczeniu przeciwnowotworowym choroba ta wciaz uwazana jest za

nieuleczalng — U prawie wszystkich pacjentow z MM nastgpi nawrdt choroby [27].

1.8. Metabolomika w chorobach nowotworowych

Wzglednie nowa 1 wzbudzajaca coraz wigksze zainteresowanie naukowcow dziedzing jest
metabolomika - najnowsza sktadowa biologii systemowej, tak zwanej systeomiki (ryc. 3),
zajmujacej si¢ kompleksowym badaniem interakcji zachodzacych w uktadach biologicznych

od poziomu pojedynczej komorki po cate gatunki [29].

Metabolity
Biatka /\
RNA /
DNA ‘
ot — | —— ]\
| Metabolomika
Proteomika Biomarkery

| Transkryptomika <« Personalizacja

Srodowisko

P opieki medycznej

Genomika

Biologia Systemowa

Ryc.3. Sktadowe systeomiki [29]

Metabolomika ma na celu scharakteryzowa¢ metabolom, czyli kompletny zbior metabolitow
lub drobnoczasteczkowych substancji chemicznych (<1-1,5 kDa) bioracych udziat w procesach
biologicznych zachodzacych w komorce, tkance, narzadzie czy catym organizmie [30, 31]. Do
zwigzkow tych zaliczy¢ mozna weglowodany, kwasy thuszczowe, aminokwasy, nukleotydy,

barwniki, witaminy i wiele innych.
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W badaniach nad metabolomem wyr6zni¢ mozna dwa gtowne podejscia - analiz¢ celowang
oraz niecelowang. Wariant celowany, zwany profilowaniem metabolicznym, skupia si¢ na
ilosciowym lub potilosciowym pomiarze konkretnej, dobrze scharakteryzowanej pod
wzgledem wilasciwosci fizykochemicznych grupy metabolitow biorgcych udziat w danym
procesie biologicznym i badaniu zaleznosci pomi¢dzy poziomami wszystkich analitow, ktore
tworza dany profil metaboliczny. W przypadku tego wariantu stosuje si¢ techniki analityczne
majace na celu zapewnienie maksymalnej czulosci i selektywnosci. Analiza niecelowana
z kolei, tak zwany metaboliczny odcisk palca (ang. metabolic fingerprinting), zajmuje si¢
jakosciowym oznaczeniem wszystkich drobnoczgsteczkowych zwiazkow znajdujacych sig¢
W analizowanej probce, zarowno tych dobrze poznanych, jak i dotychczas
niescharakteryzowanych, co czyni to podejscie szczegdlnie istotnym przy identyfikacji nowych
metabolitow. Podejscie to wykorzystuje techniki analityczne, ktore zapewniajg mniej ztozone
i bardziej odtwarzalne dane. Wariant niecelowany pozwala roéwniez wytypowaé potencjalnie
istotne pod katem przyjetej hipotezy badawczej metabolity, ktére moga nastepnie zostac

szczegotowo ocenione przy zastosowaniu metabolomiki celowanej [29, 31].

Charakterystyczna cechg kazdego metabolomu jest jego dynamizm i zalezno$¢ od wielu
zmiennych zewnetrznych i wewnetrznych, takich jak wiek, pte¢, srodowisko, dieta, pora dnia
czy wlasna genetyka [30]. Metabolomika zapewnia wigc wglad w aktualny stan zdrowia
organizmu, a same metabolity sg jego koncowa odpowiedzig na zachodzace w nim zmiany [31].
Nauka ta jest rOwniez uwazana za cenne narzedzie mogace postuzy¢ do odkrywania
specyficznych biomarkerow chorob i rozwoju medycyny spersonalizowanej [31-33].
Zastosowanie metabolomiki badane jest zar6wno w onkologii w celu okre$lenia przydatnos$ci
metody do wczesniejszego diagnozowania nowotworow, selekcji pacjentow do badan
klinicznych, okreslania biomarkerow odpowiedzi na leczenie, jak rowniez w hematologii, na
przyklad do identyfikacji potencjalnych markeréow transformacji nowotworowej oraz
agresywnego przebiegu choroby, ktére mogltyby odgrywac role przy kwalifikacji pacjentow do

wczesniejszego rozpoczecia leczenia [33, 34].

Identyfikacja potencjalnych biomarkeréw w hematoonkologii odbywa si¢ najczesciej poprzez
poréwnywanie o0sob zdrowych 1 pacjentow ze zdiagnozowang choroba nowotworowa
(biomarkery transformacji nowotworowej), poréwnanie chorych przed i po rozpoczeciu
leczenia przeciwnowotworowego (biomarkery opornosci na leczenie) lub probek pobranych

retrospektywnie i podczas postepu choroby nowotworowej (biomarkery progresji) [35].
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W opublikowanym w 2019 roku artykule na tamach PLOS ONE Park wraz ze wspotautorami
podjat sie proby identyfikacji potencjalnych biomarkerow raka piersi przy uzyciu LC-QTOF-
MS (chromatograf cieczowy sprze¢zony ze spektrometrig mas z kwadrupolem i analizatorem
czasu przelotu, ang. liquid chromatography quadrupole time of flight mass spectrometry).
W badaniu udalo si¢ ostatecznie zidentyfikowaé cztery potencjalne biomarkery (L-
oktanoilokarnityng, 5-oksoproling, hipoksantyng 1 kwas dokozaheksaenowy). L-
oktanoilokarnityna wykazata najlepsza skutecznos$¢ diagnostyczng ze 100% dodatnig wartoscia
predykcyjng. Dodatkowo jej poziom roznit si¢ w zaleznosci od wielkosci guza i ekspresji
receptoréw hormonalnych. Zidentyfikowane w tym badaniu metabolity zostaly uznane za
potencjalne biomarkery umozliwiajace wczesng diagnoze raka piersi [36]. Z kolei w badaniu
przeprowadzonym przez F. Vahabi 1 wspolpracownikow zidentyfikowano za pomoca
spektroskopii rezonansu magnetycznego zwiazki (pirydoksyne, glicyne, cholesterol, kwas
taurocholowy, estry cholesterolu i deoksyinozyng) réznicujace kolejne stopnie zaawansowania

raka jelita grubego [37].

Jak juz wcze$niej] wspomniano, oprocz usprawniania diagnostyki choréob nowotworowych,
metabolomika moze rowniez odgrywac rolg w rozwoju medycyny spersonalizowanej. W 2014
roku Navarette razem ze wspotautorami opublikowali badanie dotyczace skutecznej terapii
mitomycyng C zaprojektowanej dla pacjenta z rakiem trzustki opornym na inne metody
leczenia. Istota powodzenia tego leczenia bylo odkrycie wplywu mitomycyny C na cykl
Krebsa, metabolizm puryn 1 biosynteze kwasow tluszczowych, a takze wiele znaczacych zmian
dotyczacych lipidow 1 aminokwasow, co bylo odpowiedzialne za wigksza skutecznos¢ tego

leczenia w porownaniu z innymi metodami [38].

Przykltadem zastosowania metabolomiki w nowotworach hematologicznych moze by¢ badanie
Piszcza 1 wspotautorow, w ktérym podjeto probe identyfikacji nowych markerow
prognostycznych zdolnych do przewidywania klinicznej agresywnosci przewlektej biataczki
limfocytowej (w skrécie PBL) w momencie jej rozpoznania. Uzyskane wyniki zasugerowaty,
ze zwigzki takie jak linoleamid 1 acylokarnityny moga okazaé si¢ istotnymi biomarkerami
agresywnej, a acetylokarnityna i heksanoilokarnityna indolentnej postaci PBL [39].
W opublikowanej w 2013 roku na tamach czasopisma PLOS ONE publikacji Lodi
i wspotautorzy zidentyfikowali karnityne i acetylokarnityne jako nowe potencjalne biomarkery
aktywnego szpiczaka plazmocytowego, zarbwno w momencie diagnozy, jak i nawrotu choroby
[40]. Z kolei w badaniu dotyczagcym chemiowrazliwo$ci w ostrej biataczce szpikowej Stockard

1 wspotautorzy zauwazyli zwigzek pomigdzy opornoscig na cytarabine a metabolitami szlaku
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metabolizmu puryn. Dodatkowo oporno$¢ na doksorubicyn¢ powigzano migdzy innymi ze
wzrostem  poziomu kwasu karboksylowego  (1-aminocyklopropano-1-karboksylanu)

1 niektérych aminokwasow [41].

2. CELE PRACY

Celem pracy byto okreslenie profili metabolicznych pacjentow z wybranymi dyskrazjami
plazmocytowymi: MGUS oraz szpiczakiem plazmocytowym.

Dodatkowym celem byta identyfikacja potencjalnych biomarkerow progresji MGUS do MM.

3. MATERIAL i METODY

3.1 Charakterystyka grup

W badaniu wzigto udzial tacznie 100 osob. Grupe badang stanowili pacjenci Kliniki
Hematologii Uniwersyteckiego Szpitala Klinicznego w Biatymstoku hospitalizowani w latach
2015-2016, z nowo rozpoznanym MGUS (30 osob) oraz szpiczakiem plazmocytowym (50
chorych) w roznym stadium zaawansowania choroby. Obie grupy pacjentow z dyskrazjami
plazmocytowymi byly zblizone pod wzgledem mediany wieku. Kontrolg stanowila dobrana
pod wzgledem struktury ptci i wieku grupa osob zdrowych — dawcow krwi i wolontariuszy (20
osOb). Wszystkie osoby wilaczone do badania, po przedstawieniu zalozen pracy, wyrazily
Swiadomg, pisemna zgode na udziat w projekcie. Charakterystyke grup badanych
przedstawiono w tabelach 10-11.
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Tab. 10. Charakterystyka grupy kontrolnej i grup badanych (MGUS, MM) w odniesieniu do pflci

i mediany wieku

Grupy

Grupa kontrolna

MGUS

MM

Pleé

Kobiety | Mezczyzni

Kobiety | Mezczyzni

Kobiety

Mezczyzni

Tlo$¢ uczestnikow

11 9

17 13

29

21

Liczba uczestnikow
lacznie

20

30

50

Mediana wieku
lacznie

62,5 lat

61 lat

63 lata

Tab. 11. Charakterystyka pacjentow ze szpiczakiem plazmocytowym (grupa badana MM) w odniesieniu

do stopnia zaawansowania choroby wg ISS

ISS 1 2 3

Kobiety 8 7 14

Mezczyzni 3 6 12

Lacznie 11 13 26
3.2. Zebranie i zabezpieczenie materiatu

Materiat do badania stanowita krew zylna pobierana na czczo (ostatni positek spozyty

minimum 6 godzin przed badaniem) w czasie rutynowych badan diagnostycznych. Materiat

pobierany byt jednorazowo do probowek 0 objetosci 4,9 ml zawierajacych antykoagulant

(cytrynian sodu). Probki nastepnie odwirowywano w temperaturze pokojowej przez 10 min

z przyspieszeniem 4000 x g. Uzyskane w ten sposob 2 ml osocza byto rozdzielane po 0,5 ml

do 2 ml bezbarwnych eppendorféw oraz przechowywane w temperaturze -80°C do czasu

wykonania analiz.
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3.3. Przygotowywanie materialu do oznaczen metabolomicznych

Zebrany material analizowano W Centrum Badan Klinicznych Uniwersytetu Medycznego
w Biatymstoku. Precypitacje bialek, jak i ekstrakcje metabolitow przeprowadzano poprzez
dodanie 1 objetosci osocza do 4 objetosci zimnej mieszaniny (temperatura mieszaniny: -20°C)
metanolu i etanolu w stosunku 1:1 zawierajacej sol zomepiraku 0 stgzeniu 1 ppm jako standard
wewngtrzny (ang. Internal Standard, IS). Probki mieszano przez minute | schtadzano na lodzie
przez 10 minut. Nast¢pnie probki wirowano przez 20 minut przy 21 000 x g w temperaturze
4°C. Uzyskany W ten sposob supernatant przefiltrowano przez nylonowy filtr (0,22 um) do

szklanych naczynek. Tak przygotowane probki byly wykorzystane w analizach.

3.4. Przygotowywanie probek kontrolnych

W celu przygotowania probek kontrolujacych jakos¢ oznaczen (ang. quality control, QC)
zmieszano jednakowe objetosci osocza pobrane Z kazdej analizowanej probki. Po wymieszaniu
QC poddawano wczesniej opisanemu procesowi ekstrakcji, ktory wykorzystano przy probkach
przeznaczonych do analiz. W celu osiaggnigcia stabilnosci systemu probki QC byly badane na
poczatku analiz, a nastgpnie, W celu jej utrzymania oraz kontroli jakosci i powtarzalnosci
uzyskanych danych, po kazdej dziewiatej probce oraz po zakonczeniu analiz wszystkich

probek.

3.5.  Uzyte zwigzki chemiczne i odczynniKki

Zwiazki chemiczne takie jak metanol ietanol (uzyte do procesu precypitacji biatek),
acetonitryl, kwas mréwkowy oraz s6l zomepiraku zostaty zakupione od Sigma-Aldrich Chemie
GmbH (Steinheim, Niemcy). Woda, ktoérg wykorzystano do przygotowania roztworu A (woda
2 0,1% kwasem mrowkowym) zostata uzyskana poprzez uzycie systemu Milli-Q Integral 3
(Millipore SAS, Molsheim, Francja). Zestaw zawierajacy wzorce mas referencyjnych - API-
TOF (G1969-850001) oraz roztwory kalibracyjne: ESI-L (G1969-85000) i ESI-TOF
Biopolimer Analysis (G1969-850003) zakupiono od Agilent Technologies (Santa Clara,
California, USA).
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3.6.  Analiza metabolomiczna prébek

Profil metabolitow mierzony byl przy pomocy chromatografu cieczowego sprz¢zonego ze
spektrometrig mas z kwadrupolem i analizatorem czasu przelotu (LC-QTOF-MS, model 6546,
Agilent Technologies). Do analiz wykorzystana zostala wczesniej omowiona metoda

metabolicznego odcisku palca.

Rozdziat metabolitow przeprowadzano wykorzystujac system chromatografii cieczowej
(UHPLC 1290 Infinity II, Agilent Technologies). Sktada si¢ on z urzadzenia odgazowujgcego
rozpuszczalniki, dwoch pomp binarnych i automatycznego podajnika probek, ktory stale
utrzymuje zadang temperature 4°C. System LC polaczony jest ze spektrometrem mas QTOF

dziatajagcym w trybie pelnego skanowania.

1 uL przygotowanej probki nastrzykiwano na kolumng¢ chromatograficzng o temperaturze 60°C
(Zorbax Extend-C18 RRHT, 2,1 x 50 mm, wielko$¢ czastek 1,8 pm; Agilent Technologies).
Rozdzial chromatograficzny nastepowal przy predkosci przeptywu 0,6 ml/min przy uzyciu
dwoch rozpuszczalnikow — wody z 0,1% kwasem mréwkowym (roztwor A) i acetonitrylu
2 0,1% kwasem mrowkowym (roztwor B). Poczatkowy gradient chromatograficzny wynosit
5% roztworu B przez 1. minutg i wzrastat kolejno do 80% migdzy 1. a 7. minutg i 100% miedzy
7. all,5. minuta. Nastgepnie W Ciggu 30 sekund przywracano wyjsciowy gradient, ktory
utrzymywany byl przez 3 minuty (mig¢dzy 12. a 15. minutg).

Probki analizowane byty w jonizacji dodatniej (ESI+) i ujemnej (ESI-). W celu zapewnienia
doktadnosci pomiar6w masy do systemu W sposob ciagly za pomoca pompy izokratycznej
(Agilent Technologies) dostarczano roztwor mas referencyjnych, ktory zawieral czasteczki dla
jonizacji dodatniej o m/z 121,0509 (protonowana puryna) i m/z 922,0098 (protonowany
heksakis [1H, 1H, 3H-tetrafluoropropoksy] fosfazyna - HP-921), dla jonizacji ujemnej m/z
119,0363 (deprotonowana puryna) i m/z 966,0007 (addukt mréwczanowy HP-921) i byt
dostarczany z predkoscia przeptywu 0,5 ml/min przy podziale strumienia 1:100. Dla jonizacji
dodatniej napigcie na kapilarze ustawiono na 3000 V, dla ujemnej na -4000 V. Napiecie dyszy
wynosito 1000 V dla obu jonizacji. Napigcie fragmentora wynosito 175V dla jonizacji dodatnie;j

I 200V dla jonizacji ujemnej.

Analizy probek wykonywano dwukrotnie w losowej kolejnosci przy predkosci skanowania 1,5
skana na sekunde — najpierw w dodatniej, nastgpnie W ujemnej jonizacji. Zakres m/z

uzyskanych danych wynosit od 50 do 1000.
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3.7.  Opracowanie uzyskanych danych metodag LC-QTOF-MS

W poczatkowym etapie obrobki danych usunieto szumy tta i jony niepowigzane wykorzystujac
algorytm MFE (Molecular Feature Extraction) w programie Mass Hunter Qualitative Analysis
(wersja B.07.00, Agilent Technologies). W przetwarzaniu danych brano pod uwage mozliwos¢
powstawania nastepujacych jonéw - dla jonizacji dodatniej: [M+H]", [M+Na]*, [M+K]";
ujemnej: [M+HCOQ], [M-H], [M+CI]. Dodatkowo uwzgledniono mozliwo$¢ utraty
neutralnej czasteczki wody W obu jonizacjach. Probki wyréwnywano oraz filtrowano na
podstawie podobienstwa w zakresie czasu retencji (ang. retention time, RT) i m/z
z zastosowaniem programu Mass Profiler Professional (wersja 12.6.1, Agilent Technologies).

Dopuszczalne odchylenie RT ustawiono na 1%, a akceptowalng zmian¢ masy na 15 ppm.

Przed wiasciwg analiza dokonano wstepnej obrobki danych poprzez wykonanie procedury
kontroli jako$ci (ang. quality assurance, QA) z wykorzystaniem probek QC. Przeprowadzone
zostato dwuetapowe filtrowanie danych, ktére miato na celu usunigcie cech metabolomicznych
charakteryzujacych si¢ wysoka zmienno$cig analityczng. Odrzucono cechy wykryte w mniej
niz 50% wszystkich probek QC oraz ze wspodtczynnikiem zmiennosci (ang. relative standard
deviation, RSD) powyzej 20%. Dodatkowo dla kazdego poréwnania wybrano tylko te cechy
metabolomiczne, ktore byly obecne w przynajmniej 80% probek w co najmniej jednej
z porownywanych grup. Filtrowanie danych wykonano w programie Mass Profiler Professional

(wersja 12.6.2, Agilent Technologies).

3.8.  Analiza statystyczna

W celu zidentyfikowania réznic pomigdzy metabolitami przeprowadzono analize statystyczna
0socza W trzech poréwnaniach - MM vs. grupa kontrolna, MGUS vs. grupa kontrolna, MM vs.
MGUS. Dla poszczegdlnych metabolitow W kazdym pordwnaniu przeprowadzono
jednowymiarowe analizy statystyczne (t-test lub Mann Whitney U-test w zalezno$ci od
normalnosci rozktadu). W celu dostosowania uzyskanych wartosci prawdopodobienstwa (p-
value) i skorygowania wystgpowania wynikow falszywie dodatnich otrzymane p-value
poddano procedurze kontroli wspotczynnikow bledu przy uzyciu metody Benjamina-
Hochberga. Do ostatecznej analizy wykorzystano cechy metaboliczne istotne statystycznie,
czyli z FDR <0,05. Obliczenia te wykonano przy pomocy programu MATLAB (wersja R2015a,
MathWorks, MA, USA).
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Do wielowymiarowych obliczen statystycznych wykorzystano program SIMCA-P+ (wersja
13.0.3, Umetrics, Umea, Szwecja). Do oceny jakos$ci uzyskanych modeli uzyto wspotczynnika
determinacji R? (modele PCA, OPLS-DA) oraz wspotczynnika przewidywania Q? (model
OPLS-DA). Analiza giéwnych sktadowych (ang. principal component analysis, PCA) zostata
wykorzystana w celu uzyskania ogdlnego zarysu otrzymanych zestawow danych. Modele PCA
zostaly uzyte do zlokalizowania probek QC i potencjalnych probek odstajacych.

3.9. Identyfikacja metabolitow

W celu identyfikacji metabolitow uzyskane powyzsza analiza dane poréwnywano z danymi
zawartymi w internetowym narzedziu CEU Mass Mediator (http://ceumass.eps.uspceu.es),
ktore umozliwia wyszukiwanie informacji w wielu internetowych bazach metabolitow
jednoczesnie, takich jak HMDB (http://hmdb.ca), METLIN (http://metlin.scripps.edu) czy
LIPID MAPS (http://lipidmaps.org), dopasowujgc otrzymane W badaniu masy
eksperymentalne do mas zidentyfikowanych juz zwigzkéw. Wstepne trafienia zostaly
potwierdzone lub wykluczone poprzez analiz¢ danych strukturalnych otrzymanych przy uzyciu
chromatografii cieczowej sprz¢zonej Z tandemowg spektrometrig mas (LC-MS/MS) wykonang
w takich samych warunkach chromatograficznych co analizy pierwotne. W tym celu
wykorzystano analize niezalezng od zbieranych danych (ang. data independent acquisition -
DIA).

Poprzez tak zwany rozpad pobudzony przez kolizje¢ (ang. collision induced dissociation, CID)
I opierajagc si¢ na masie jonu oraz RT uzyskano widma fragmentacyjne, ktore nast¢pnie
poréwnywano z wzorcowymi widmami w bazie METLIN. Grupy zwiazkéw identyfikowane
byly na podstawie wystepowania charakterystycznych jonow potomnych (Tab. 12), z kolei
uzyskane widma fragmentacyjne pozwolily na identyfikacj¢ kwasoéw tluszczowych bedacych

sktadowymi danego lipidu.
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Tab. 12. Jony potomne uzyskane w jonizacji pozytywnej i negatywnej charakterystyczne dla danej klasy

zwiazkow - przyktady

Klasa zwiazku

Jony potomne w pozytywnej
jonizacji

Jony potomne w negatywnej
jonizacji

Fosfatydylocholiny (PC)

86,10; 104,11 (LPC); 125,00;
184,07
strata neutralna (ang. neutral
loss): 18,01 (LPC)

168,03; 224,07; 242,08
strata neutralna: 60,02 (dla
adduktu mréowczanu)

Fosfatydyloetanoloaminy

164,0083

140,01, 196,04

(PE) straty neutralne: 141,02 214,05 (LPE)
168,03
Sfingomieliny (SM) 184,07 strata neutralna: 60,02 (dla
adduktu mréwczanu)
Karnityny 60,08; 85,02 niewykrywalne

strata neutralna; 59,07

315,05; 241,01, 152,00; 78,96

Fosfatydyloinozytole (PI) niewykrywalne

4, WY NIKI

Ogolna charakterystyka pacjentdéw bioracych udziat w badaniu zostata przedstawiona
W podrozdziale 3.1. Probki otrzymane od dwojki pacjentow zostaly wytaczone z badania ze
wzgledu na ich uszkodzenie w trakcie przechowywania materiatu. Analiza przy pomocy LC-
MS byta przeprowadzana zaréwno W jonizacji dodatniej, jak i ujemnej. Przykladowe
chromatogramy dla obu jonizacji przedstawiaja ryciny 4a i 5a. Przedstawione zostaty rowniez

wykresy dla modelu PCA dla jonizacji dodatniej (Ryc. 4b) i ujemnej (Ryc. 5b).

Widoczne bliskie skupienie QC na obu wykresach PCA odzwierciedla stabilno$¢ systemu,
a takze wskazuje na dobrg powtarzalno$¢ procedury obrobki probek. Przedstawiona analiza
swiadczy rowniez 0 dobrej jakosci testowanych probek, ktéra, wyrazana poprzez R?, byta
poréwnywalna dla obu jonizacji (wynosita odpowiednio 0,399 dla jonizacji dodatniej i 0,458
dla jonizacji ujemnej). Dane, na podstawie ktorych powstaty modele PCA, zostaty poddane

transformacji logarytmicznej i skalowaniu Ctr.

31



Ryc. 4. Chromatogram dla danych w jonizacji dodatniej (a) oraz rozmieszczenie QC w modelu PCA dla jonizacji

dodatniej (b)
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Ryc. 5. Chromatogram dla danych w jonizacji ujemnej (a) oraz rozmieszczenie QC w modelu PCA dla jonizacji

ujemnej (b)
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Ryc.6. Wykres OPLS-DA pokazujacy podziat grup ze wzgledu na kategori¢ kliniczng - MGUS (niebieskie

kwadraty), MM (zielone kota), grupa kontrolna (czerwone trojkaty). Dane zostaly poddane transformacji

logarytmicznej i skalowaniu Pareto oraz wygenerowane na podstawie przefiltrowanego zestawu zmiennych; a.

jonizacja dodatnia (R?=0,883, Q?=0,837), b. jonizacja ujemna (R?=0,897, Q?=0,805).
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Po wstepnym opracowaniu danych (usunigciu tla, MFE, QA) uzyskano 1155 cech
metabolicznych - 745 w jonizacji dodatniej i 410 w jonizacji ujemnej. W odniesieniu do modeli
reprezentujgcych dyskryminacje miedzygrupowa (Ryc. 6.a, b) probki zostaly pogrupowane
wedhug kategorii klinicznych: MGUS, MM, grupa kontrolna. Wygenerowane z modelu OPLS-
DA parametry R?, Q? wyniosty odpowiednio 0,883 i 0,837 dla jonizacji dodatniej i 0,897 oraz
0,805 dla jonizacji ujemnej. Po przefiltrowaniu uzyskano tacznie (w obu polaryzacjach) 751
cech metabolicznych. Analiza statystyczna danych uzyskanych metodg odcisku palca zostata
przeprowadzona zgodnie z opisem w rozdziale ,,Materiaty i metody”. Przeprowadzono analiz¢
statystyczng (p-value < 0,05) dla poréwnan MGUS vs. grupa kontrolna, MM vs. grupa
kontrolna oraz MM vs. MGUS w obu trybach jonizacji. Bioragc pod uwage mase
eksperymentalng i uzyskane widma fragmentacyjne oraz poréownujac je do mas
czasteczkowych i widm wzorcowych w bazach internetowych, udato si¢ ostatecznie
zidentyfikowac 104 zwiazki roznicujace profile metabolomiczne pacjentoéw W poszczegdlnych
grupach. Szczegdtowe informacje dotyczace powyzszych zwigzkow z podziatem na klasy, do
ktorych naleza oraz tendencjg zmian W konkretnych poroéwnaniach grup (MGUS vs. grupa
kontrolna, MM vs. grupa kontrolna, MM vs. MGUS) przedstawiono oddzielnie dla kazdego
poréwnania w tabelach 13 — 36.

W poréwnaniu MGUS vs. grupa kontrolna (Tab. 13) zidentyfikowano trzynascie zwigzkow
z grupy karnityn istotnie statystycznie roznicujacych profile metabolomiczne porownywanych
grup. W przypadku kazdego ze zwigzkow zaobserwowano wzrost stezenia wsrdd pacjentow
z MGUS w stosunku do zdrowej kontroli. Najwigkszy wzrost dotyczyt dekatrienoilkarnitiny
(wzrost stezenia 0 292,889%), tetradekadienokarnityny (wzrost o 213,458%)
i oktenoilokarnityny (wzrost stezenia 0 181,109%).

Poréwnujac grupg¢ MM z grupa kontrolng (Tab. 14), istotny statystycznie wzrost st¢zenia
zaobserwowano w przypadku 8 karnityn. Tak jak przy poprzednim poréwnaniu, w grupie MM
najwiekszy wzrost stwierdzono W przypadku dekatrienoilkarnitiny (wzrost stezenia
0 120,699%) i tetradekadienokarnityny (wzrost o 139,430%). Warto doda¢, ze w przypadku
pieciu niewymienionych W tabeli karnityn, ktorych wzrost stgzenia obserwowany byt wsrod
pacjentow z MGUS (stearoilokarnityna, palmitoilokarnityna, dodekanoilokarnityna,
dekanoilokarnityna, oktanoilokarnityna), rowniez wystepowata tendencja wzrostowa W grupie

MM w poréwnaniu z grupg kontrolna, jednak nie byta ona istotna statystycznie (p-value>0,05).
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W przypadku poréwnania profili metabolomicznych pacjentoéw z MM w stosunku do chorych
z MGUS (Tab.15) odnotowano tendencj¢ spadkowsg stg¢zenia wszystkich 13 karnityn, jednak

istotny statystycznie spadek stwierdzono wsrdd szesciu zwigzkow tej klasy.
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Tab. 13. Identyfikacja zwigzkow istotnych statystycznie réznicujacych profile metabolomiczne pacjentow z MGUS od grupy kontrolnej — karnityny

KARNITYNY
MGUS vs. grupa kontrolna

Zwigzek %zmian FDR Masa czasteczkowa/ RT (min) Addukt Rodzaj jonizacji
eksperymentalna (Da)

oktenoilokarnityna +181,109 <0,001 285,1940/ 285,1943 2,71 M+H pos
oktanoilokarnityna +77,522 0,002 287,2097/ 287,2098 3,12 M+H pos
dekatrienoilkarnitina +292,889 <0,001 309,1940/ 309,1943 3,09 M+H pos
dekanoilokarnityna +96,112 <0,001 315,2410/ 315,2414 3,80 M+H pos
trans-2-dodecenoilokarnityna +111,376 <0,001 341,2566/ 341,2568 4,08 M+H pos
dodekanoilokarnityna +63,503 0,001 343,2723/ 343,2724 4,37 M+H pos
tetradekadienokarnityna +213,458 <0,001 367,2723/ 367,2725 4,34 M+H pos
tetradecenoilokarnityna +101,968 0,001 369,2879/ 369,2881 4,62 M+H pos
tetradekanoilokarnityna +115,911 <0,001 371,3036/ 371,3037 4,89 M+H pos
palmitoilokarnityna +39,304 0,001 399,3349/ 399,3352 5,38 M+H pos
karnityna linoelaidylowa +87,965 <0,001 423,3349/ 423,3351 5,21 M+H pos
karnityna CAR 18:1 +59,800 <0,001 425,3505/ 425,3507 5,50 M+H pos
stearoilokarnityna +47,397 0,005 427,3662/ 427,3665 5,84 M+H pos

Kierunek zmiany wskazuje na podwyzszony poziom metabolitu W grupie pacjentow MGUS w poréwnaniu z pacjentami z grupy kontrolnej.
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Tab. 14. Identyfikacja zwigzkoéw istotnych statystycznie roznicujacych profile metabolomiczne pacjentow z MM od grupy kontrolnej — karnityny

KARNITYNY
MM vs. grupa kontrolna

Zwigzek %zmian FDR Masa czasteczkowa/ RT (min) Addukt Rodzaj jonizacji
eksperymentalna (Da)

oktenoilokarnityna +81,156 0,001 285,1940/ 285,1943 2,71 M+H pos
dekatrienoilkarnitina +120,699 <0,001 309,1940/ 309,1943 3,09 M+H pos
trans-2-dodecenoilokarnityna +56,362 0,004 341,2566/ 341,2568 4,08 M+H pos
tetradekadienokarnityna +139,430 0,001 367,2723/ 367,2725 4,34 M+H pos
tetradecenoilokarnityna +41,601 0,01 369,2879/ 369,2881 4,62 M+H pos
tetradekanoilokarnityna +78,950 0,003 371,3036/ 371,3037 4,89 M+H pos
karnityna linoelaidylowa +42,465 0,012 423,3349/ 423,3351 5,21 M+H pos
karnityna CAR 18:1 +47,726 0,003 425,3505/ 425,3507 5,50 M+H pos

Kierunek zmiany wskazuje na podwyzszony poziom metabolitu W grupie pacjentow z MM w porownaniu z pacjentami z grupy kontrolnej.
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Tab. 15. Identyfikacja zwigzkow istotnych statystycznie roéznicujacych profile metabolomiczne pacjentdéw z MM od pacjentow z MGUS — karnityny

KARNITYNY
MM vs. MGUS
Zwigzek %zmian FDR Masa czasteczkowa/ RT (min) Addukt Rodzaj jonizacji
eksperymentalna (Da)

oktenoilokarnityna -35,557 0,018 285,1940/ 285,1943 2,71 M+H pos
oktanoilokarnityna -32,798 0,008 287,2097/ 287,2098 3,12 M+H pos
dekatrienoilkarnitina -43,827 0,002 309,1940/ 309,1943 3,09 M+H pos
dekanoilokarnityna -34,772 0,004 315,2410/ 315,2 3,80 M+H pos
dodekanoilokarnityna -29,964 0,011 343,2723/ 343,2724 4,37 M+H pos
karnityna linoelaidylowa -24,206 0,034 423,3349/ 423,3351 5,21 M+H pos

Kierunek zmiany wskazuje na obnizony poziom metabolitu W grupie pacjentéw z MM w poréwnaniu z pacjentami z grupy MGUS.
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Kolejng badang klasag zwigzkéw byly sfingomieliny (SM). Lacznie zidentyfikowano 9
zwigzkow nalezacych do tej grupy. W przypadku trzech z nich stwierdzono istotnie
statystyczny wzrost st¢zenia W porownaniu MGUS vs. grupa kontrolna (Tab. 16). Odnotowane

w tych przypadkach zmiany byly na poréwnywalnym poziomie.

W przeciwienstwie do poréwnania MGUS vs. grupa kontrolna, wéréd pacjentéw z MM
stwierdzano nizsze st¢zenia sfingomielin niz W grupie 0os6b zdrowych (Tab. 17). Tendencja ta
byta zauwazalna we wszystkich dziewieciu zidentyfikowanych SM i w przypadku pieciu z nich
byta istotna statystycznie (FDR<0,05). Procentowy spadek stezenia substancji we wszystkich
przypadkach byt porownywalny.

Spadek stezenia SM w grupie MM odnotowano nie tylko w stosunku do zdrowej grupy
kontrolnej, lecz takze do grupy pacjentéw z MGUS (Tab. 18). W rezultacie wzrost stgzenia SM
obserwowany byt jedynie w grupie MGUS.
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Tab. 16. Identyfikacja zwigzkow istotnych statystycznie roéznicujacych profile metabolomiczne pacjentow z MGUS od grupy kontrolnej - sfingomieliny

SFINGOMIELINY
MGUS vs. grupa kontrolna

Zwigzek %zmian FDR Masa czasteczkowa/ RT (min) Addukt Rodzaj jonizacji
eksperymentalna (Da)
SM (d16:1/16:0) +35,223 0,006 674,5363/ 696,5183 8,25 M+Na pos
SM (d18:0/15:0) +26,60 0,05 690,5676/ 736,5725 8,79 M+HCOOH-H neg
SM (d18:1/14:0)/ SM(d16:1/16:0) +30,69 0,01 674,5363/ 710,5125 8,14 M+ClI neg

Kierunek zmiany wskazuje na podwyzszony poziom metabolitu W grupie pacjentow MGUS w pordwnaniu z pacjentami z grupy kontrolne;j.

Tab. 17. Identyfikacja zwigzkow istotnych statystycznie roéznicujgcych profile metabolomiczne pacjentéw z MM od grupy kontrolnej - sfingomieliny

SFINGOMIELINY
MM vs. grupa kontrolna

Zwiazek %zmian FDR Masa czasteczkowa/ RT (min) Addukt Rodzaj jonizacji
eksperymentalna (Da)
SM (32:1) -32,203 0,008 674,5363/ 674,5374 8,14 M+H pos
SM (33:1) -22,032 0,036 688,5519/ 688,5526 8,53 M+H pos
SM (d18:0/14:0) -31,44 0,01 676,5519/ 773,6013 10,51 M+HCOOH-H neg
SM (d18:1/12:0) -31,658 0,049 646,5050/ 646,5053 7,48 M+H pos
SM (d18:2/14:0) -29,58 0,02 672,5206/ 718,5259 7,61 M+HCOOH-H neg

Kierunek zmiany wskazuje na obnizony poziom metabolitu w grupie pacjentéw z MM w poréwnaniu z pacjentami z grupy kontrolnej.
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Tab. 18. Identyfikacja zwigzkow istotnych statystycznie roznicujacych profile metabolomiczne pacjentéw z MM od pacjentow z MGUS - sfingomieliny

SFINGOMIELINY

MM vs. MGUS
Zwiazek %zmian FDR Masa czasteczkowa/ RT (min) Addukt Rodzaj jonizacji
eksperymentalna (Da)
SM (32:1) -32,523 0,013 674,5363/ 674,5374 8,14 M+H pos
SM (d16:1/16:0) -29,333 0,005 674,5363/ 696,5183 8,25 M+Na pos
SM (d18:0/14:0) -26,62 0,03 676,5519/ 773,6013 10,51 M+HCOOH-H neg
SM (d18:1/12:0) -41,755 0,001 646,5050/ 646,5053 7,48 M+H pos
SM (d18:1/14:0)/ SM(d16:1/16:0) -30,26 <0,01 674,5363/ 710,5125 8,14 M+ClI neg
SM (d18:2/14:0) -35,30 0,01 810,6615/ 810,6617 11,01 M+H pos
SM (d18:2/24:1) -29,000 0,005 705,5309/ 751,5360 9,62 M+HCOOH-H neg

Kierunek zmiany wskazuje na obnizony poziom metabolitu W grupie pacjentéw z MM w poréwnaniu z pacjentami z grupy MGUS.




Najliczniejszymi grupami zwigzkow réznicujacych profile metabolomiczne grup pacjentow
okazaly si¢ fosfatydylocholiny (PC) i lizofosfatydylocholiny (LPC). W przypadku PC istotne
statystycznie roznice pomiedzy pacjentami z MGUS a grupg kontrolng zaobserwowano w 26
z 35 zidentyfikowanych zwigzkow tej klasy (Tab. 19). Poziomy st¢zen 25 zwigzkdéw byly
wyzsze wsrdd chorych z MGUS. Jeden zidentyfikowany zwigzek charakteryzowat si¢ nizszym
poziomem w grupie MGUS - PC (34:3).

Zmiany poziomu stezen PC w poréwnaniu MM vs. grupa kontrolna byty niejednorodne (Tab.
20). Poziomy 17 zwigzkoéw byly wyzsze wsrod pacjentow z rozpoznanym szpiczakiem
plazmocytowym. Najwiekszy wzrost zaobserwowano dla PC (42:10) (145,309%), co
odnotowano réwniez W porownaniu MGUS vs. kontrola (218,197%). Poziom szes$ciu PC byt
istotnie nizszy w grupie MM, zakres redukcji stezen w stosunku do grupy kontrolnej wynosit
od 21,97% dla PC (18:2/16:1) do 63,204% dla PC (34:3).

Poréwnujac pacjentow z MM vs. MGUS (Tab. 21) mozna zauwazy¢ wczesniej obserwowany
w tym zestawieniu trend. Tak jak w przypadku karnityn i SM poziom stezen zidentyfikowanych
PC byt nizszy w grupie MM. Wyjatek stanowi PC (34:3), ktérego stezenie wzrasta jedynie

W pordéwnaniu z pacjentami z MGUS.
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Tab. 19. Identyfikacja zwigzkow istotnych statystycznie roznicujacych profile metabolomiczne pacjentow z MGUS od grupy kontrolnej — fosfatydylocholiny

FOSFATYDYLOCHOLINY
MGUS vs. grupa kontrolna

Zwiazek %zmian FDR Masa czasteczkowa/ RT (min) Addukt Rodzaj jonizacji
eksperymentalna (Da)
PC (16:0/20:5) +70,94 <0,01 779,5465/ 825,5524 9,26 M+HCOOH-H neg
PC (17:0/20:4) +60,11 <0,01 795,5778/ 841,5827 10,07 M+HCOOH-H neg
PC (18:1/22:6) +86,20 <0,01 831,5778/ 877,5829 9,67 M+HCOOH-H neg
PC (18:2/18:3) +59,51 0,01 779,5465/ 825,5515 8,85 M+HCOOH-H neg
PC (20:4/18:2) +75,15 <0,01 805,5622/ 851,5673 9,27 M+HCOOH-H neg
PC (20:5/18:2) +134,41 <0,01 803,5465/ 849,5515 8,78 M+HCOOH-H neg
PC (32:1) +64,631 0,009 731,5465/ 753,5311 8,98 M+Na pos
PC (34:3) -63,204 <0,001 755,5465/ 755,5471 8,06 M+H pos
PC (35:4) +51,293 0,034 767,5465/ 767,5469 9,38 M+H pos
PC (36:5) +73,532 0,002 779,5465/ 779,5484 9,26 M+H pos
PC (37:4) +43,606 0,011 795,5778/ 795,5778 10,07 M+H pos
PC (37:6) +68,960 0,001 791,5465/791,5466 9,19 M+H pos
PC (38:2) +61,619 <0,001 813,6248/ 835,6095 10,61 M+Na pos
PC (38:4) +57,230 <0,001 809,5935/ 809,5951 10,57 M+H pos
PC (38:5) +55,373 <0,001 807,5778/ 807,5794 9,83 M+H pos
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PC (38:6) +35,967 0,001 805,5622/ 805,5643 9,57 M-+H pos

PC (40:6) +58,419 <0,001 833,5935/ 855,5761 10,48 M+Na pos

PC (40:7) +112,334 <0,001 831,5778/ 831,5786 9,67 M+H pos

PC (42:10) +218,197 <0,001 853,5622/ 853,5625 8,96 M-+H pos

PC (0-16:1/20:4) / PC(P-16:0/20:4) +67,87 <0,01 765,5672/ 811,5723 10,02 M+HCOOH-H neg
PC (0-38:5)/ PC(P-38:4) +74,940 <0,001 793,5985/ 793,5995 10,23 M+H pos
PC (P- 35:1)/ PC(O-35:2) +92,303 <0,001 757,5985/ 779,5833 10,30 M-+Na pos
PC (P-38:4)/ PC(O-38:5) +88,88 <0,01 793,5985/ 839,6038 10,23 M+HCOOH-H neg
PC (P-38:5)/ PC(O-38:6) +83,235 <0,01 791,5829/ 791,5831 10,09 M-+H pos
PC (P-38:6) +66,783 0,002 789,5672/ 789,5677 9,80 M-+H pos

PC (P-40:6) +124,305 0,001 817,5985/ 817,5990 10,00 M-+H pos

Kierunek zmiany wskazuje na podwyzszony (+) lub obnizony (-) poziom metabolitu w grupie pacjentéw MGUS w poréwnaniu z pacjentami z grupy kontrolnej.
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Tab. 20. Identyfikacja zwigzkow istotnych statystycznie roéznicujacych profile metabolomiczne pacjentoéw z MM od grupy kontrolnej — fosfatydylocholiny

FOSFATYDYLOCHOLINY
MM vs. grupa kontrolna
Zwiazek %zmian FDR Masa czasteczkowa/ RT (min) Addukt Rodzaj jonizacji
eksperymentalna (Da)
PC (16:0/14:0) -33,77 <0,01 705,5309/ 751,5360 9,62 M+HCOOH-H neg
PC (17:0/20:4) +48,37 0,02 795,5778/ 841,5827 10,07 M+HCOOH-H neg
PC (18:1/22:6) +52,46 <0,01 831,5778/ 877,5829 9,67 M+HCOOH-H neg
PC (18:2/16:1) -21,91 0,02 755,5465/ 801,5518 9,21 M+HCOOH-H neg
PC (28:0) -58,517 0,006 677,4996/ 677,4995 8,77 M+H pos
PC (30:0) -32,795 0,015 705,5309/ 705,5313 9,62 M+H pos
PC (34:3) -63,204 <0,001 755,5465/ 755,5471 8,06 M+H pos
PC (35:4) +51,293 0,034 767,5465/ 767,5469 9,38 M+H pos
PC (37:4) +45,467 0,005 795,5778/ 795,5778 10,07 M+H pos
PC (38:3) -27,605 0,006 811,6091/811,6099 10,97 M+H pos
PC (38:4) +29,648 0,036 809,5935/ 809,5951 10,57 M+H pos
PC (38:5) +26,656 0,020 807,5778/ 807,5794 9,83 M+H pos
PC (38:6) +26,680 0,047 805,5622/ 805,5643 9,57 M+H pos
PC (40:6) +33,064 0,025 833,5935/ 855,5761 10,48 M-+Na pos
PC (40:7) +58,318 0,009 831,5778/ 831,5786 9,67 M+H pos




PC (42:10) +145,309 <0,001 853,5622/ 853,5625 8,96 M-+H pos

PC (O-16:1/20:4)/ PC(P-16:0/20:4) +51,50 <0,01 765,5672/ 811,5723 10,02 M+HCOOH-H neg
PC (0-38:5)/ PC(P-38:4) +39,225 <0,001 793,5985/ 793,5995 10,23 M+H pos

PC (P- 35:1)/ PC(O-35:2) +02,436 <0,001 757,5985/ 779,5833 10,30 M-+Na pos

PC (P-38:4)/ PC(O-38:5) +42,86 <0,01 793,5985/ 839,6038 10,23 M-+H pos

PC (P-38:5)/ PC(O-38:6) +61,989 <0,001 791,5829/791,5831 10,09 M+HCOOH-H neg

PC (P-38:6) +44,002 0,002 789,5672/ 789,5677 9,80 M+H pos

PC (P-40:6) +77,797 0,001 817,5985/ 817,5990 10,00 M-+H pos

Kierunek zmiany wskazuje na podwyzszony (+) lub obnizony (-) poziom metabolitu w grupie pacjentow z MM w poréwnaniu z pacjentami z grupy kontrolnej.

Tab. 21. Identyfikacja zwigzkow istotnych statystycznie réznicujgcych profile metabolomiczne pacjentow z MM od pacjentéw z MGUS — fosfatydylocholiny

FOSFATYDYLOCHOLINY

MM vs. MGUS
Zwiazek %zmian FDR Masa czasteczkowa/ RT (min) Addukt Rodzaj jonizacji
eksperymentalna (Da)
PC (16:0/20:5) -22,91 0,02 779,5465/ 825,5524 9,26 M+HCOOH-H neg
PC (18:2/18:1) -21,83 0,01 783,5778/ 829,5835 9,99 M+HCOOH-H neg
PC (18:2/18:2) -30,87 <0,01 781,5622/ 827,5676 9,39 M+HCOOH-H neg
PC (18:2/18:3) -39,35 <0,01 779,5465/ 825,5515 8,85 M+HCOOH-H neg
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PC (20:4/18:2) -20,53 0,02 805,5622/ 851,5673 9,27 M+HCOOH-H neg

PC (20:5/18:2) -39,14 <0,01 803,5465/ 849,5515 8,78 M+HCOOH-H neg

PC (28:0) -28,312 0,034 677,4996/ 677,4995 8,77 M-+H pos

PC (32:1) -36,040 0,01 731,5465/ 753,5311 8,98 M-+Na pos

PC (32:2) -29,434 0,011 729,5309/ 729,5316 9,09 M+H pos

PC (34:3) +71,712 0,016 755,5465/ 755,5471 8,06 M+H pos

PC (35:4) -23,813 0,016 767,5465/ 767,5469 9,38 M-+H pos

PC (36:4) -41,174 0,003 781,5622/ 803,5466 8,79 M-+Na pos

PC (36:5) -26,043 0,013 779,5465/ 779,5471 9,26 M+H pos

PC (38:2) -26,532 0,002 813,6248/ 835,6095 10,61 M-+Na pos

PC (38:3) -34,703 0,003 811,6091/ 811,6099 10,97 M-+H pos

PC (40:7) -25,439 0,013 831,5778/ 831,5786 9,67 M-+H pos

PC (42:10) -22,906 0,012 853,5622/ 853,5625 8,96 M-+H pos

PC (O-38:5)/ PC(P-38:4) -20,416 0,014 793,5985/ 793,5995 10,23 M-+H pos
PC (P-38:4)/ PC(O-38:5) 24,37 <0,01 793,5985/ 839,6038 10,23 M-+H pos
PC (P-40:6) -20,734 0,020 817,5985/ 817,5990 10,00 M-+H pos

Kierunek zmiany wskazuje na podwyzszony (+) lub obnizony (-) poziom metabolitu w grupie pacjentéw z MM w poréwnaniu z pacjentami z grupy MGUS.
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W przeprowadzonej analizie zidentyfikowano 28 lizofosfadytylocholin (LPC) réznicujacych
profile metabolomiczne poréwnywanych grup. W badaniu obserwowano gltownie spadek
stezenia zwigzkow W wykonywanych poréwnaniach. W przypadku dwoch LPC (LPC (20:5),
LPC (22:5)) odnotowano wzrost stezenia jedynie W grupic MGUS. Jeden zwigzek z grupy
lizofosfatydylocholin, LPC (22:6), charakteryzowatl si¢ wyzszym W stosunku do oséb
zdrowych poziomem stgzen W przypadku zaréwno pacjentow z MM jak i MGUS. Opisane

wyniki przedstawione zostaly w tabelach 22-24.
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Tab. 22. Identyfikacja zwigzkow istotnych statystycznie roznicujacych profile metabolomiczne pacjentow z MGUS od grupy kontrolnej —
lizofosfatydylocholiny

LIZOFOSFATYDYLOCHOLINY
MGUS vs. grupa kontrolna
Zwigzek %zmian FDR Masa czasteczkowa/ RT (min) Addukt Rodzaj jonizacji
eksperymentalna (Da)
LPC (15:0) -27,587 0,044 481,3168/ 481,3173 5,40 M+H pos
LPC (16:0) -23,22 <0,01 495,3325/ 541,3390 5,58 M+HCOOH-H neg
LPC (16:1) -49,093 <0,001 493,3168/ 493,3172 5,28 M+H pos
LPC (17:0) -35,882 0,001 509,3481/ 509,3485 6,00 M+H pos
LPC (17:1) -28,981 0,005 507,3325/ 507,3327 5,57 M+H pos
LPC (18:0) -25,499 0,009 523,3638/ 523,3643 6,19 M+H pos
LPC (18:1) -27,942 0,026 521,3481/ 521,3490 5,75 M+H pos
LPC (19:0) -28,471 0,001 537,3794/ 537,3797 6,62 M+H pos
LPC (19:1) -22,372 0,001 535,3638/ 535,3638 6,14 M+H pos
LPC (20:2) -29,229 0,004 547,3638/ 547,3640 6,03 M+H pos
LPC (20:5) +56,26 0,02 541,3168/ 587,3220 512 M+HCOOH-H neg
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LPC (22:5) +25,191 0,031 569,3481/ 569,3485 5,65 M-+H pos

LPC (22:6) +37,69 <0,01 567,3325/ 613,3378 541 M+HCOOH-H neg

LPC (0-16:0) -44,597 <0,001 481,3532/ 481,3535 5,87 M-+H pos

LPC (0-18:0) -49 442 <0,01 50,3845/ 509,3847 6,49 M+H pos

LPC (0-18:1)/ LPC(P-18:0) -43,31 <0,001 507,3689/ 553,3743 6,01 M+HCOOH-H neg
LPC (0-20:0) -52,137 <0,001 537,4158/ 537,4162 712 M-+H pos

LPC (P-16:0)/LPC (O-16:1) -28,54 <0,01 479,3376/ 525,3430 5,87 M+HCOOH-H neg
LPC (P-18:0)/ LPC(0-18:1) -56,280 <0,001 507,3689/ 507,3691 6,02 M+H pos
LPC (P-18:1)/LPC (0-18:2) -55,210 <0,001 505,3532/ 505,3535 6,02 M+H pos
LPC (P-20:0)/ LPC(0-20:1) -59,457 <0,001 535,4002/ 535,4003 6,60 M-+H pos

Kierunek zmiany wskazuje na podwyzszony (+) lub obnizony (-) poziom metabolitu w grupie pacjentéw MGUS w poréwnaniu z pacjentami z grupy kontrolnej.
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Tab. 23. Identyfikacja zwigzkow istotnych statystycznie roznicujacych profile metabolomiczne pacjentoéw z MM od grupy kontrolnej — lizofosfatydylocholiny

LIZOFOSFATYDYLOCHOLINY
MM vs. grupa kontrolna
Zwigzek %zmian FDR Masa czasteczkowa/ RT (min) Addukt Rodzaj jonizacji
eksperymentalna (Da)
LPC (14:0) -49,901 <0,001 467,3012/ 467,3016 5,10 M+H pos
LPC (15:0) -41,206 0,001 481,3168/ 481,3173 5,40 M+H pos
LPC (16:0) -36,71 <0,01 495,3325/ 541,3390 5,58 M+HCOOH-H neg
LPC (16:1) -61,032 <0,01 493,3168/ 493,3172 5,28 M+H pos
LPC (17:0) -42,731 <0,001 509,3481/ 509,3485 6,00 M+H pos
LPC (17:1) -41,037 <0,001 507,3325/ 507,3327 5,57 M+H pos
LPC (18:0) -42,465 <0,001 523,3638/ 523,3643 6,19 M+H pos
LPC (18:1) -37,281 <0,001 521,3481/521,3490 5,75 M+H pos
LPC (18:2) -28,154 0,009 519,3325/519,3336 5,39 M+H pos
LPC (19:0) -35,525 <0,001 537,3794/ 537,3797 6,62 M+H pos
LPC (19:1) -29,704 <0,001 535,3638/ 535,3638 6,14 M+H pos
LPC (20:0) -40,606 <0,001 551,3951/ 551,3950 6,93 M+H pos
LPC (20:1) -28,190 <0,001 549,3794/ 549,3796 6,43 M+H pos
LPC (20:2) -45,557 <0,001 547,3638/ 547,3640 6,03 M+H pos
LPC (22:4) -26,044 0,047 571,3638/571,3641 5,95 M+H pos
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LPC (22:6) +32,51 0,01 567,3325/ 613,3378 5,41 M+HCOOH-H neg

LPC (24:1) -25,92 <0,01 605,4420/ 651,4470 7,58 M+HCOOH-H neg

LPC (0-16:0) -56,982 <0,001 481,3532/ 481,3535 5,87 M+H pos

LPC (0-18:0) -57,966 <0,001 50,3845/ 509,3847 6,49 M-+H pos

LPC (O-18:1)/ LPC(P-18:0) -48,51 <0,01 507,3689/ 553,3743 6,01 M+HCOOH-H neg
LPC (0-20:0) -58,554 <0,001 537,4158/ 537,4162 712 M-+H pos

LPC (0-24:0) -50,653 <0,001 593,4784/ 593,4784 8,54 M-+H pos

LPC (P-16:0)/LPC (O-16:1) -31,92 <0,01 479,3376/ 525,3430 5,87 M+HCOOH-H neg
LPC (P-18:0)/ LPC(0-18:1) -60,423 <0,001 507,3689/ 507,3691 6,02 M-+H pos
LPC (P-18:1)/ LPC (0-18:2) -54,137 <0,001 505,3532/ 505,3535 6,02 M-+H pos
LPC (P-20:0)/ LPC(0-20:1) -66,316 <0,001 535,4002/ 535,4003 6,60 M-+H pos

Kierunek zmiany wskazuje na podwyzszony (+) lub obnizony (-) poziom metabolitu w grupie pacjentoéw z MM w pordéwnaniu z pacjentami z grupy kontrolnej.
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Tab. 24. Identyfikacja zwigzkow istotnych statystycznie roznicujacych profile metabolomiczne pacjentow z MM od pacjentdéw z MGUS — lizofosfatydylocholiny

LIZOFOSFATYDYLOCHOLINY
MM vs. MGUS
Zwigzek %zmian FDR Masa czasteczkowa/ RT (min) Addukt Rodzaj jonizacji
eksperymentalna (Da)
LPC (14:0) -31,496 0,002 467,3012/ 467,3016 5,10 M+H pos
LPC (16:1) -23,452 0,011 493,3168/ 493,3172 5,28 M+H pos
LPC (18:0) -22,773 0,005 523,3638/ 523,3643 6,19 M+H pos
LPC (18:2) -21,700 0,02 519,3325/ 519,3336 5,39 M+H pos
LPC (20:0) -28,099 0,001 551,3951/ 551,3950 6,93 M+H pos
LPC (20:2) -23,072 0,007 547,3638/ 547,3640 6,03 M+H pos
LPC (20:5) -24.,84 0,02 541,3168/ 587,3220 5,12 M+HCOOH-H neg
LPC (22:4) -24,350 0,022 571,3638/ 571,3641 5,95 M+H pos
LPC (22:5) -18,071 0,013 569,3481/ 569,3485 5,65 M+H pos
LPC (0O-16:0) -22,354 0,031 481,3532/ 481,3535 5,87 M+H pos
LPC (0-24:0) -40,493 <0,001 593,4784/ 593,4784 8,54 M+H pos

Kierunek zmiany wskazuje na obnizony poziom metabolitu W grupie pacjentéw z MM w poréwnaniu z pacjentami z grupy MGUS.
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Kolejng analizowang klasa zwigzkow byty fosfatydyloetanoloaminy (PE). Przy pomocy
omoéwionych metod zidentyfikowano osiem zwigzkow roznicujacych profile metabolomiczne

pacjentow z MGUS, MM oraz 0s6b zdrowych (Tab. 25-27).

W grupie MGUS poziom stezen szeSciu PE byl istotnie statystycznie wyzszy niz W grupie
kontrolnej (Tab. 25). Sposréd wszystkich zwigzkow tylko jeden, PE (16:0/18:2),

charakteryzowat si¢ redukcja stezenia W porownaniu MGUS vs. grupa kontrolna.

Porownujac grup¢ MM z grupa kontrolng (Tab. 26) mozna zauwazy¢ istotny statystycznie
wzrost poziomu stezen szesciu zZ osmiu PE. Warto dodaé, ze obserwowany W porownaniu
MGUS vs. grupa kontrolna spadek stezenia PE (16:0/18:2) odnotowano rowniez w przypadku
pacjentow ze szpiczakiem plazmocytowym, nie byt on jednak istotny statystycznie (FDR =
0,33).

W poréwnaniu MM vs MGUS (Tab. 27) wyzsze poziomy st¢zen PE obserwowano W grupie
pacjentow z MGUS. Tak jak w przypadku poprzednich poréwnan zwigzkiem, ktory wykazuje
odmienng od reszty klasy tendencje jest PE (16:0/18:2). Jedynie ten zwigzek charakteryzuje si¢
zwigkszonym stezeniem W grupie MM w stosunku do grupy MGUS.
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Tab. 25. Identyfikacja zwigzkow istotnych statystycznie roznicujacych profile metabolomiczne pacjentow z MGUS od grupy kontrolnej —
fosfatydyloetanoloaminy

FOSFATYDYLOETANOLOAMINY
MGUS vs. grupa kontrolna
Zwigzek %zmian FDR Masa czasteczkowa/ RT (min) Addukt Rodzaj jonizacji
eksperymentalna (Da)
PE (P-18:1/22:6) +194,25 <0,01 773,5359/ 773,5355 9,98 M-H neg
PE (16:0/18:2) -43,46 <0,01 715,5152/ 783,5019 9,99 M-H+HCOONa neg
PE (P-16:0/20:4) +138,12 <0,01 723,5203/ 723,5198 10,11 M-H neg
PE (P-16:0/22:6) +170,24 <0,01 747,5203/ 747,5199 9,88 M-H neg
PE (P-34:2)/ PE(0-34:3) +43,613 0,013 699,5203/ 699,5203 10,28 M+H pos
PE (P-36:4)/ PE(O-36:5) +134,787 <0,001 723,5203/ 723,5206 10,11 M+H pos
PE (P-38:5)/ PE (O-38:6) +143,411 <0,001 749,5359/ 749,5360 10,20 M+H pos

Kierunek zmiany wskazuje na podwyzszony (+) lub obnizony (-) poziom metabolitu w grupie pacjentéw MGUS w poréwnaniu z pacjentami z grupy kontrolnej.
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Tab. 26. Identyfikacja zwiazkow istotnych statystycznie rdéznicujacych profile metabolomiczne pacjentow z MM od grupy kontrolnej —
fosfatydyloetanoloaminy

FOSFATYDYLOETANOLOAMINY
MM vs. grupa kontrolna

Zwiazek %zmian FDR Masa czasteczkowa/ RT (min) Addukt Rodzaj jonizacji
eksperymentalna (Da)

PE (P-18:1/22:6) +133,82 <0,01 773,5359/ 773,5355 9,98 M-H neg

PE (16:0/22:6) +61,10 0,01 763,5152/ 763,5150 9,63 M-H neg

PE (P-16:0/20:4) +79,08 <0,01 723,5203/ 723,5198 10,11 M-H neg

PE (P-16:0/22:6) +90,64 <0,01 747,5203/ 747,5199 9,88 M-H neg

PE (P-36:4)/ PE(O-36:5) +75,638 <0,001 723,5203/ 723,5206 10,11 M+H pos
PE (P-38:5)/ PE (0-38:6) +69,378 0,004 749,5359/ 749,5360 10,20 M+H pos

Kierunek zmiany wskazuje na podwyzszony poziom metabolitu W grupie pacjentow z MM w pordwnaniu z pacjentami z grupy kontrolnej.



Tab. 27. Identyfikacja zwigzkow istotnych statystycznie rdznicujacych profile metabolomiczne pacjentow z MM od pacjentow z MGUS —

fosfatydyloetanoloaminy

FOSFATYDYLOETANOLOAMINY

MM vs. MGUS
Zwigzek %zmian FDR Masa czasteczkowa/ RT (min) Addukt Rodzaj jonizacji
eksperymentalna (Da)

PE (P-18:1/22:6) -20,54 0,02 773,5359/ 773,5355 9,98 M-H neg

PE (16:0/18:2) +44,73 0,01 715,5152/ 783,5019 9,99 M-H+HCOONa neg

PE (P-16:0/22:6) -29,46 0,01 747,5203/ 747,5199 9,88 M-H neg

PE (P-34:2)/ PE(0-34:3) -21,645 0,041 699,5203/ 699,5203 10,28 M+H pos
PE (P-38:5)/ PE (O-38:6) -30,415 0,011 749,5359/ 749,5360 10,20 M+H pos

Kierunek zmiany wskazuje na podwyzszony (+) lub obnizony (-) poziom metabolitu w grupie pacjentéw z MM w pordéwnaniu z pacjentami z grupy MGUS.
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Sze$¢ z dziesigeiu zidentyfikowanych zwigzkow z klasy lizofosfatydyloetanoloamin (LPE)
roéznicowato W istotny sposob profile metabolomiczne pacjentow z MGUS od grupy kontrolnej
(Tab. 28). W przypadku trzech z nich — LPE (16:0), LPE (18:0), LPE (18:1) obserwowano
nizsze stezenia W grupie MGUS niz grupie kontrolnej. Kolejne trzy zwigzki — LPE (20:4), LPE
(20:5), LPE (22,6) charakteryzowaly si¢ wyzszym poziomem stezen ws$rod chorych

Z gammapatig monoklonalng niz oséb zdrowych.

W poréwnaniu MM vs. grupa kontrolna (Tab. 29) zidentyfikowano 9 z 10 réznicujacych LPE.
Wiekszo$¢ z nich, 7, charakteryzowala redukcja poziomu stgzen w stosunku do grupy
kontrolnej. Dwa zwiazki, LPE (20:4) oraz LPE (22:6), tak jak w przypadku poréwnania MGUS

vs. grupa kontrolna, wykazywaty wyzszy poziom w grupie MM.

W poréwnaniu MM vs. MGUS (Tab. 30) tylko jedna LPE wykazata istotng réznice poziomoéw
stezen. Mimo obserwowanego W dwodch poprzednich poréwnaniach spadku poziomu LPE
(16:0), w przypadku bezposredniego poréwnania MM z grupa MGUS stwierdzono wzrost

stezenia tego zwigzku W grupie pacjentow ze szpiczakiem plazmocytowym.
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Tab. 28. Identyfikacja zwigzkow istotnych statystycznie roznicujacych profile metabolomiczne pacjentow z MGUS od grupy kontrolnej —
lizofosfatydyloetanoloaminy

LIZOFOSFATYDYLOETANOLOAMINY
MGUS vs. grupa kontrolna

Zwigzek %zmian FDR Masa czasteczkowa/ RT (min) Addukt Rodzaj jonizacji
eksperymentalna (Da)
LPE (16:0) -40,52 <0,01 453,2855/ 453,2854 5,55 M-H neg
LPE (18:0) -38,888 0,002 481,3168/ 481,3170 6,17 M+H pos
LPE (18:1) -30,43 0,03 479,3012/ 479,3011 5,83 M-H neg
LPE (20:4) +42,57 <0,01 501,2855/ 501,2854 5,39 M-H neg
LPE (20:5) +56,23 <0,01 499,2699/ 499,2695 5,09 M-H neg
LPE (22:6) +46,22 <0,01 525,2855/ 525,2853 5,39 M-H neg

Kierunek zmiany wskazuje na podwyzszony (+) lub obnizony (-) poziom metabolitu w grupie pacjentéw MGUS w poréwnaniu z pacjentami z grupy kontrolnej.

Tab. 29. Identyfikacja zwigzkéw istotnych statystycznie réznicujacych profile metabolomiczne pacjentow z MM od grupy kontrolnej —
lizofosfatydyloetanoloaminy

LIZOFOSFATYDYLOETANOLOAMINY
MM vs. grupa kontrolna

Zwiazek %zmian FDR Masa czasteczkowa/ RT (min) Addukt Rodzaj jonizacji
eksperymentalna (Da)

LPE (P-16:0) -27,074 0,006 437,2906/ 437,2908 5,85 M-+H pos
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LPE (16:0) -28,14 0,04 453,2855/ 453,2854 5,55 M-H neg
LPE (18:0) -33,466 0,005 481,3168/ 481,3170 6,17 M+H pos
LPE (18:1) -35,51 <0,01 479,3012/ 479,3011 5,83 M-H neg
LPE (18:2) -36,349 0,001 477,2855/ 477,2859 5,46 M-+H pos
LPE (20:4) +31,60 0,02 501,2855/ 501,2854 5,39 M-H neg
LPE (22:6) +56,78 <0,01 525,2855/ 525,2853 5,39 M-H neg
LPE (O-18:1)/ LPE(P-18:0) -24,749 0,006 465,3219/ 465,3221 6,47 M-+H pos
LPE (P-18:0)/ LPE (O-18:1) -21,45 0,05 465,3219/ 465,3218 6,46 M-H neg

Kierunek zmiany wskazuje na podwyzszony (+) lub obnizony (-) poziom metabolitu w grupie pacjentow z MM w poréwnaniu z pacjentami z grupy kontrolnej.

Tab. 30. Identyfikacja zwigzkow istotnych statystycznie roznicujacych profile metabolomiczne pacjentow z MM od pacjentow z MGUS -
lizofosfatydyloetanoloaminy

LIZOFOSFATYDYLOETANOLOAMINY
MM vs. MGUS

Zwiazek %zmian FDR Masa czasteczkowa/ RT (min) Addukt Rodzaj jonizacji
eksperymentalna (Da)

LPE (16:0) +20,81 0,05 453,2855/ 453,2854 5,55 M-H neg

Kierunek zmiany wskazuje na podwyzszony poziom metabolitu w grupie pacjentow z MM w poréwnaniu z pacjentami z grupy MGUS.
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W  przypadku lizofosfatydyloinozytoli (LPI) udato si¢ zidentyfikowaé cztery zwiazki
réznicujace profile metabolomiczne pacjentow z MGUS, MM oraz osob z grupy kontrolnej
(Tab. 31-33). Zwiazki charakteryzuje spadek poziomu stezen w grupie MGUS (3 zwiazki) oraz
MM (4 zwiazki) w stosunku do oso6b zdrowych. Dodatkowo, w przypadku dwoch LPI
(LPI (16:1), LPI (18:1)) odnotowano nizsze stezenie w grupie MM w pordéwnaniu z grupg
MGUS. Wszystkie zmiany byty istotne statystycznie (FDR<0,05).
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Tab. 31. Identyfikacja zwigzkow istotnych statystycznie roznicujacych profile metabolomiczne pacjentow z MGUS od grupy kontrolnej —

lizofosfatydyloinozytole

LIZOFOSFATYDYLOINOZYTOLE
MGUS vs. grupa kontrolna
Zwigzek %zmian FDR Masa czasteczkowa/ RT (min) Addukt Rodzaj jonizacji
eksperymentalna (Da)
LPI (18:0) -53,70 <0,01 600,3275/ 600,3272 6,81 M-H neg
LPI (18:1) -34,53 0,03 598,3118/ 598,3114 6,08 M-H neg
sfingozyno-1-fosforan -28,355 0,004 379,2488/ 379,2490 5,04 M+H pos

Kierunek zmiany wskazuje na obnizony poziom metabolitu W grupie pacjentow MGUS w poréwnaniu z pacjentami z grupy kontrolnej.

Tab. 32. Identyfikacja zwigzkow istotnych statystycznie roznicujacych profile metabolomiczne pacjentoéw z MM od grupy kontrolnej — lizofosfatydyloinozytole

LIZOFOSFATYDYLOINOZYTOLE
MM vs. grupa kontrolna
Zwiazek %zmian FDR Masa czasteczkowa/ RT (min) Addukt Rodzaj jonizacji
eksperymentalna (Da)
LPI (16:1) -62,51 <0,01 570,2805/ 570,2803 5,44 M-H neg
LPI1 (18:0) -53,30 <0,01 600,3275/ 600,3272 6,81 M-H neg
LPI (18:1) -48,48 <0,01 598,3118/ 598,3114 6,08 M-H neg
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sfingozyno-1-fosforan

-31,368

<0,001

379,2488/ 379,2490

5,04

M+H

pos

Kierunek zmiany wskazuje na obnizony poziom metabolitu W grupie pacjentow z MM w poréwnaniu z pacjentami z grupy kontrolnej.

Tab. 33. Identyfikacja zwigzkow istotnych statystycznie roznicujgcych profile metabolomiczne pacjentow z MM od pacjentow z MGUS -

lizofosfatydyloinozytole

LIZOFOSFATYDYLOINOZYTOLE

MM vs. MGUS
Zwiazek %zmian FDR Masa czasteczkowa/ RT (min) Addukt Rodzaj jonizacji
eksperymentalna (Da)
LPI (16:1) -38,74 <0,01 570,2805/ 570,2803 5,44 M-H neg
LPI (18:1) -21,31 0,01 598,3118/ 598,3114 6,08 M-H neg

Kierunek zmiany wskazuje na obnizony poziom metabolitu W grupie pacjentow z MM w poréwnaniu z pacjentami z grupy MGUS.
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W tabelach 34-36 przedstawiono pojedyncze zidentyfikowane zwigzki istotnie roéznicujace
profile metabolomiczne grup (MM, MGUS, grupa kontrolna), ktérych nie mozna
zakwalifikowa¢ do gtownych klas zwigzkow, takich jak karnityny, PC, LPC, PE, LPE, LPI czy
SM. W przypadku dwoch zwigzkow (kwas eikozapentaenowy - EPA, kwas arachidonowy)
zaobserwowano spadek ich poziomu stezen W stosunku do grupy kontrolnej zaréwno
w przypadku grupy pacjentow z MM jak i MGUS. Kolejne zwiazki: bilirubina, kwas karboksy-
metylo-propylo-furanopropanowy oraz benzotiazoletion wykazywaty tendencje odwrotng —
wzrost poziomu stezen zwigzkow w grupie MGUS i MM w stosunku do 0séb zdrowych (Tab.
34-35).
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Tab. 34. Identyfikacja zwigzkow istotnych statystycznie roznicujacych profile metabolomiczne pacjentow z MGUS od grupy kontrolnej — pozostate zwiazki

POZOSTALE ZWIAZKI
MGUS vs. grupa kontrolna
Zwigzek %zmian FDR Masa czasteczkowa/ RT (min) Addukt Rodzaj jonizacji
eksperymentalna (Da)
bilirubina +181,942 <0,001 584,2635/ 584,2630 8,02 M+H pos
benzotiazoletion +146,92 <0,001 166,9863/ 166,9864 3,05 M-H neg
piperyna +83,645 0,007 285,1365/ 285,1367 4,62 M+H pos
kwas arachidonowy -41,534 <0,001 304,2402/ 304,2405 7,14 M+H pos
kwas karboksy-metylo-propylo- +180,20 <0,01 240,0998/ 240,0998 3,8 M-H neg
furanopropanowy
EPA -42,30 <0,01 302,2246/ 302,2245 6,78 M-H neg
(kwas eikozapentaenowy)
piperyna +83,645 0,007 285,1365/ 285,1367 4,62 M+H pos

Kierunek zmiany wskazuje na podwyzszony (+) lub obnizony (-) poziom metabolitu w grupie pacjentéw MGUS w poréwnaniu z pacjentami z grupy kontrolnej.



Tab. 35. Identyfikacja zwigzkow istotnych statystycznie roznicujacych profile metabolomiczne pacjentéw z MM od grupy kontrolnej — pozostate zwigzki

POZOSTALE ZWIAZKI
MM vs. grupa kontrolna
Zwigzek %zmian FDR Masa czasteczkowa/ RT (min) Addukt Rodzaj jonizacji
eksperymentalna (Da)
bilirubina +114,232 0,002 584,2635/ 584,2630 8,02 M+H pos
benzotiazoletion +82,51 <0,01 166,9863/ 166,9864 3,05 M-H neg
kwas arachidonowy -50,867 <0,001 304,2402/ 304,2405 7,14 M+H pos
kwas karboksy-metylo-propylo- +98,02 0,01 240,0998/ 240,0998 3,8 M-H neg
furanopropanowy
EPA -57,97 <0,01 302,2246/ 302,2245 6,78 M-H neg
(kwas eikozapentaenowy)

Kierunek zmiany wskazuje na podwyzszony (+) lub obnizony (-) poziom metabolitu w grupie pacjentoéw z MM w poréwnaniu z pacjentami z grupy kontrolne;.



Tab. 36. Identyfikacja zwigzkow istotnych statystycznie roznicujacych profile metabolomiczne pacjentdéw z MM od pacjentow z MGUS — pozostate zwigzki

(kwas eikozapentaenowy)

POZOSTALE ZWIAZKI
MM vs. MGUS
Zwigzek %zmian FDR Masa czasteczkowa/ RT (min) Addukt Rodzaj jonizacji
eksperymentalna (Da)
bilirubina -24,015 0,033 584,2635/ 584,2630 8,02 M+H pos
EPA -27,16 0,05 302,2246/ 302,2245 6,78 M-H neg

Kierunek zmiany wskazuje na obnizony poziom metabolitu W grupie pacjentow z MM w poréwnaniu z pacjentami z grupy MGUS.
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DYSKUSJA

Przeprowadzone analizy pozwolity na zidentyfikowanie zwigzkow rdznicujacych profile
metabolomiczne pacjentow z MGUS, szpiczakiem plazmocytowym oraz biorgcych udziat
w badaniu 0s6b zdrowych. Stwierdzono istotne statystycznie roznice W nastgpujacych grupach
zwigzkow:  karnityny,  sfingomieliny,  fosfatydylocholiny, lizofosfatydylocholiny,
fosfatydyloetanoloaminy,  lizofosfatydyloetanoloaminy, lizofosfatydyloinozytole  oraz
w stezeniu takich zwigzkoéw jak kwas arachidonowy, eikozapentaenowy, karboksy-metylo-

propylo-furanopropanowy i benzotiazoletion.

Karnityny

Najwyrazniejsze roznice pomigdzy profilami metabolomicznymi poréwnywanych grup
dotycza poziomu stezen karnityn. Karnityny, a wiasciwie acylokarnityny, czyli estry I-
karnityny i kwasow tluszczowych, sg no$nikami dlugotancuchowych kwasoéw thuszczowych
niezbednymi do ich transportu do macierzy mitochondrialnej [42]. Wewnatrz mitochondrium
kwasy tluszczowe moga z kolei zosta¢ rozlozone do acetylo-COA w procesie zwanym [3-
oksydacja, dzigki czemu po wejsciu do cyklu Krebsa mogg postuzy¢ do produkcji energii.
Metabolizm acylokarnityn jest zwigzany nie tylko z transportem kwasow tluszczowych, ale
réwniez odgrywa kluczowa rolg W regulacji rownowagi wewnatrzkomorkowego metabolizmu

cukrow i lipidow (Ryc.7).
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Ryc. 7. Udziat acylokarnityn w metabolizmie komorkowym. CoA - koenzym A, ACC - karboksylaza acetylo-
CoA, CACT - translokaza karnityna-acylokarnityna, CraT - acetylotransferaza karnitynowa, CPT I, Il -

palmitoilotransferaza karnitynowa I, I, KIV - kwas alfa-keto-izowalerianowy [42].

Podobnie jak kwasy tluszczowe, ze wzgledu na dlugos¢ grup acylowych, acylokarnityny
klasyfikuje si¢ jako acylokarnityny 0 krotkich, $rednich idtugich tancuchach [42]. Estry
0 dlugim tancuchu (posiadajace grupy acylowe 0 czternastu lub wigcej atomach wegla)
transportuja tluszczowe grupy acylowe do mitochondriow. Estry 0 krotkim (dwa do pigciu
atomow wegla w grupie acylowej) i srednim tancuchu (od szesciu do trzynastu atomow wegla
w grupie acylowej) z kolei powstaja w mitochondriach oraz peroksysomach i uczestniczg
W usuwaniu kwasow organicznych [43]. Wzrost st¢zenia karnityn w grupach MM oraz MGUS
moze mie¢ zwigzek ze zwigkszong peroksydacja lipidow w wysoce aktywnych metabolicznie
klonalnych plazmocytach. Podobne wnioski mozna odszuka¢ w dostgpne;j literaturze [39, 40].
Co wigcej, autorzy niektorych publikacji odradzajg suplementacje karnityny podczas leczenia
przeciwnowotworowego W zwigzku ze zwigkszonym zapotrzebowaniem komorek

nowotworowych na produkty utleniania lipidow [44].

Warto zaznaczy¢, ze W przedstawionym badaniu istotne statystycznie zmiany zaobserwowano

glownie dla dlugotancuchowych acetylokarnityn transportujagcych grupy thuszczowe do
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wnetrza mitochondriow. Proces ten jest mozliwy dzigki translokazie karnityna-acylokarnityna
(ang. carnitine-acylcarnitine-translocase, CACT), ktoéra odpowiada za transport bierny
kompleksow karnityna-kwasy tluszczowe przez wewnetrzng blon¢ mitochondrialng oraz
palmitoilotransferazie karnitynowej II (ang. carnitine palmitoyltransferase 11, CPT II), ktora
posredniczy w ostatnim etapie transportu kwasow tluszczowych do macierzy mitochondrium
[43, 45] (Ryc.7). Wiedza ta moze zosta¢ W przyszlosci wykorzystana przy opracowywaniu
nowych celowanych strategii terapeutycznych. Wzrost stezenia dwoch ze zidentyfikowanych
sredniotancuchowych acetylokarnityn - dodekanoilokarnityny oraz dekanoilokarnityny

obserwowano réwniez W przypadku pacjentow z rakiem nerki [46].

Ciekawym wnioskiem wynikajacym z przedstawionego badania jest wystepowanie wyzszego
stezenia Karnityn w grupie MGUS w stosunku do pacjentdéw z rozpoznanym szpiczakiem
plazmocytowym. Mechanizm obserwowanych zmian nie zostat dotychczas poznany, moze

jednak stanowi¢ przedmiot badan dotyczacych patomechanizmu transformacji MGUS do MM.

Sfingomieliny

Sfingomielina jest rodzajem sfingolipidu znajdujacego si¢ W blonach komoérek zwierzecych,
zwykle sktadajacym si¢ z fosforylocholiny i ceramidu. U ludzi sfingomielina jest jedynym
fosfolipidem blonowym nieutworzonym z glicerolu. Istotng rola SM w komorkach jest
oddziatywanie z sgsiednimi czasteczkami i czasteczkami wody w celu wytworzenia sieci
miedzyczasteczkowych wigzan wodorowych, co odrdznia je od gléwnej rodziny lipidow
w komorkach zwierzgcych, czyli glicerolipidow [47, 48]. Udowodniono, Ze nadmierny wzrost
zawarto$ci SM w blonie komdrkowej zmniejsza jej przepuszczalno$é, zwigksza jej sztywnosé
I wytrzymato$¢, prowadzac do zmniejszenia komunikacji migdzy komorkami, zmniejszenia lub
zahamowania ekspresji czasteczek na powierzchni komorki i koordynacji szlakow

sygnatowych [47].

Prace dotyczace udzialu sfingomielin w karcynogenezie wskazujg na zwigzek pomigdzy
wysokim poziomem SM a inicjacjg procesu nowotworowego czy opornoscig na leczenie.
Szczegolnie bogate W sfingomieliny sg egzosomy komoérek nowotworowych, ktore, poprzez
pelniong role w komunikacji migdzykomorkowej, przyczyniaja si¢ do neoangiogenezy, jak tez
do lekoopornosci poprzez transport lekow przeciwnowotworowych z wnetrza komorek

nowotworowych. Krytyczne znaczenie metabolizmu SM w progresji raka wynika dodatkowo
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zroli SM w wytwarzaniu ceramidu. Zmniejszona degradacja sfingomielin prowadzi do
zmniejszonego wytwarzania ceramidu, waznej czasteczki sygnatowej kontrolujacej proces
migracji, proliferacji, starzenia i apoptozy komoérek [47, 48]. Jednym z enzyméw biorgcych
udziat w degradacji sfingomieliny do ceramidu jest sfingomielinaza [49]. Udowodniono, ze
aktywno$¢ sfingomielinazy maleje w przypadku szpiczaka plazmocytowego, co z kolei
prowadzi do zwigkszonego poziomu SM, zmniejszonego wytwarzania ceramidu i ostatecznie
do zwiekszonego przezycia komoérek szpiczaka plazmocytowego i oporno$ci na stosowane
leczenie [49, 50]. Biorac pod uwage powyzsze wyniki badan mozna wnioskowac, ze wzrost
stezen sfingomielin w MGUS moze by¢ zwigzany z zachodzacg transformacja do MM. Z kolei
poziom stezen SM U pacjentdw Z noworozpoznanym MM moze by¢é W przysziosci
wykorzystany przy wyborze schematu leczenia oraz do wyodrebnienia pacjentdw z potencjalng

opornos$cig na standardowe leki przeciwnowotworowe.

Fosfatydylocholiny

Fosfatydylocholiny to grupa lipidow, ktore zawieraja choling jako grupe gtowng. Metabolizm
lipidéw, do ktorych naleza fosfatydylocholiny, zwigzany jest z regulacja wielu istotnych
procesoOw komodrkowych, takich jak wzrost komorek, proliferacja, roznicowanie, przezycie,

apoptoza, homeostaza bton, odpowiedz na chemioterapi¢ i lekooporno$¢ [51].

Obserwowany w badaniu niejednoznaczny trend dotyczacy stezen PC znajduje swoje
odzwierciedlenie w literaturze. Steiner w swojej pracy opisuje wzrost poziomu stezen
wigkszosci zidentyfikowanych przez niego PC w stosunku do grupy kontrolnej zaréwno
w MGUS, jak i noworozpoznanym MM, a spadek w przypadku chorych z oporng i nawrotowsg
choroba [52]. Z kolei de Silva i wspotautorzy w swoim badaniu zaobserwowali nizszy poziom
PC u chorych z MM i byt on tym nizszy, im wyzsze byto stadium zaawansowania choroby wg
ISS. Co wiecej, spadek stezen lipidow strukturalnych obserwowany byt réwniez
w przypadkach MGUS i poprzedzat transformacj¢ do MM [51]. Podobne dane mozna odszukaé
w innych publikacjach [53].

W publikacji z 2019r. dla Cancer Science, Maekawa i wspotautorzy sugeruja, ze wzrost
poziomu stezen PC (doktadniej PC (38:3) i PC (38:5)) w MM moze by¢ zwigzany z lepsza
odpowiedzig na leczenie przeciwnowotworowe [54]. Zebrane informacje odnosnie PC moga
by¢ wykorzystane W przysztosci jako dodatkowy czynnik stratyfikacji pacjentéw zaréwno

z MM, jak i MGUS.
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Lizofosfatydylocholiny

Lizofosfatydylocholiny to zwiazki powstajace W wyniku cz¢éciowej hydrolizy
fosfatydylocholin, w ktorej enzymatycznemu usunigciu przez fosfolipazg A2 ulega jedna grupa
kwasow ttuszczowych [53, 55]. Uzyskany W wyniku hydrolizy wolny kwas tluszczowy moze
by¢ dalej przetwarzany do wtornych przekaznikéw, takich jak kwas arachidonowy,
prostaglandyny i leukotrieny, ktére z kolei odgrywaja rolg w karcynogenezie i tworzeniu
przerzutéw [53, 56, 57]. Co wigcej, LPC moga zosta¢ ponownie przeksztalcone do PC
W obecnosci Acylo-CoA przez acylotransferaze lizofosfatydylocholiny. Oba procesy
powstawania LPC i ponownego przeksztatcania do PC wchodzg w sktad cyklu Landsa, ktory
jest jednym z mechanizmoéw organizmu odpowiedzialnym za cykliczng syntezg | degradacje

PC [58].

W przypadku wickszosci zidentyfikowanych LPC zarowno w grupie MM, jak i MGUS
zaobserwowano spadek poziomu stezen LPC w stosunku do grupy kontrolnej, co pokrywa si¢
z danymi znalezionymi w literaturze [51, 55]. Podobne obserwacje odnotowywano
w badaniach dotyczacych innych chordéb nowotworowych. W pracy opublikowanej w Journal
of Clinical Oncology Zhao i wspotautorzy opisujg zmniejszenie stgzen LPC wsrdd chorych na
raka jelita grubego, szczegolnie LPC (18:1) i LPC (18:2) (ktore zidentyfikowano roéwniez wsrod
pacjentow z MM i MGUS) i sugeruja, ze mogg one stanowi¢ potencjalne biomarkery raka jelita

grubego [59].

Przyczyna wzrostu stezen trzech konkretnych LPC w badaniu - (22:6), (22:5) i (20:5) - nie jest
znana. Wiadomo, ze LPC sa w stanie stymulowa¢ uwalnianie czynnika wzrostu fibroblastow,
czynnika stymulujacego tworzenie kolonii granulocytow i makrofagow (GM-CSF),
interleukiny 6 i 8, a ich podwyzszony poziom moze dziata¢ jak bodziec zapalny, ktory z kolei
moze mie¢ wplyw na progresje MM [51, 60]. Udowodniono, ze I1-6 przyczynia si¢ do
proliferacji, migracji i lekoopornosci nowotworowych komoérek plazmatycznych. Dodatkowo
promuje ona angiogeneze | wzrost masy nowotworowej przez indukcje ekspresji genu czynnika
wzrostu $rodbtonka naczyniowego (VEGF), a poprzez aktywacje makrofagow i indukcje
dojrzewania osteoklastow nasila osteoklastogeneze i niszczenie kosci. Co wigcej, rowniez
komorki szpiku indukowane przez 11-6 moga promowacé wzrost komoérek MM poprzez
wytwarzanie ligandu indukujacego proliferacj¢ (APRIL) nalezacego do nadrodziny ligandow
czynnika martwicy nowotworu (TNF) [61 — 63]. Z kolei w pracy opublikowanej w 2014 r. na

tamach Acta Poloniae Pharmaceutica autorzy na podstawie dostepnej im literatury opisuja
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przeciwzapalne dziatanie niektorych LPC, w tym zidentyfikowanych LPC (20:5) i (22:6), ktore
hamuja powstawanie leukotrienéw i cytokin [64], co z kolei $wiadczytoby 0 ich hamujacym

wptywie na proces karcynogenezy.

Fosfatydyloetanoloaminy

Fosfatydyloetanoloaminy, czyli zwiazki z grupy lipidow, wystepuja gldéwnie w wewnetrznym
fragmencie bton komorkowych i szczegdlnie obficie w mitochondriach. PE, ktore stanowig
okoto 25% wszystkich fosfolipidow komérkowych, majg kluczowe znaczenie w tworzeniu blon
komorkowych. Dodatkowo sg one niezbedne do syntezy bialek zakotwiczonych
w glikozylofosfatydyloinozytolu (ang. glycosylphosphatidylinositol-anchored proteins, GPI-
AP), ktore z kolei sa konieczne do przezycia komorek, a kowalencyjne przytaczenie PE do
biatka zwigzanego z autofagia Atg8 powoduje tworzenie autofagosoméow [65]. PE sg rowniez
prekursorami innych lipidow. Badania wskazuja, ze PE zwigzane z arachidonowymi
fancuchami acylowymi sg utleniane przez lipooksygenaze, promujac W ten sposob ferroptoze,
czyli zaprogramowang $mier¢ komorki za posrednictwem zelaza w odpowiedzi na akumulacje

nadtlenkow lipidow [66].

Informacje dotyczace funkcji PE w komorkach sa juz wykorzystywane w badaniach
dotyczacych nowych terapii przeciwnowotworowych opartych na celowaniu W lipidy blonowe.
Wykorzystywany jest gtownie fakt, ze w przeciwienstwie do zdrowych komorek, w przypadku
komorek nowotworowych PE wystepuja gtownie na zewnetrznej czesci blony komorkowe;
[67].

Na podstawie badan dotyczacych lipidomiki w chorobach nowotworowych stwierdzono, ze
0soby z chorobg nowotworowsg posiadajg wyzsze stezenia PE niz osoby zdrowe, co moze by¢
wykorzystane jako potencjalny marker nowotworowy [68, 69]. Co wigcej, tak jak
w przedstawionym projekcie, w dotychczas opublikowanych badaniach réwniez wykryto
spadek poziomu stezen PE w probkach pacjentow z MM w poréwnaniu z pacjentami z MGUS,
co moze sugerowac zwigkszone zuzycie PE do syntezy bton komdorkowych w przypadku MM

w zwigzku z szybszg proliferacja klonalnych komorek plazmatycznych [65].
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Lizofosfatydyloetanoloaminy

Lizofosfatydyloetanoloamina, produkt hydrolizy fosfatydyloetanoloaminy indukowanej przez
fosfolipaze A1/A2, nalezy do grupy lizofosfolipidow. LPE, w przeciwienstwie do
wczesniejszych grup lipidow, sg sktadnikiem btony komorkowej wystepujacym W matej ilosci
[70]. Doktadna rola LPE nie zostata jeszcze opisana. Uwaza si¢, ze LPE biorg udzial
w sygnalizacji komorkowej i aktywacji innych enzymow [71]. Poprzez aktywacj¢ kinazy
biatkowej aktywowanej mitogenami (MAPK) lizofosfatydyloetanoloamina zwigksza
wewnatrzkomérkowy poziom wapnia i stymuluje migracj¢ komoérek nowotworowych oraz
inwazj¢ komorkowa [72]. W publikacji Mohameda i wspotpracownikow podwyzszone stezenia
LPE obserwowano wsrod pacjentow z MM wysokiego ryzyka wg R-ISS [73]. Z kolei Wei
| wspotautorzy W swojej pracy zauwazyli, ze nizszy poziom stezenia LPE (16:0) i podwyzszony
poziom LPE (18:2) byly zwiazane z progresja MM [74]. By¢ moze zmiany dotyczace
konkretnych zidentyfikowanych w projekcie LPE beda mogly w przysztosci postuzy¢ jako

kolejne kryterium stratyfikacji pacjentoéw z MM i MGUS oraz do oceny rokowania pacjentow.

Lizofosfatydyloinozytole

Lizfosfatydyloinozytol to bioaktywny lipid wytwarzany przez fosfolipazy, ktory bierze udziat
w wielu procesach zachodzacych w komorce, takich jak na przyktad wzrost czy réznicowanie
zarowno prawidtowych, jak tez nowotworowo zmienionych komorek [75]. LPI pelnig role
czasteczek sygnalowych, a poprzez swoiste receptory istniejace na powierzchni komorek sa
w stanie regulowac takie procesy jak stany zapalne, angiogeneza, powstawanie blaszek
miazdzycowych czy metabolizm glukozy [75, 76]. Ponadto we krwi pacjentéw onkologicznych
stwierdzono wyzsze poziomy LPI niz wérod zdrowej populacji. Jednym z najlepiej poznanych
LPI jest sfingozyno-1-fosforan [77]. Liczne badania pokazuja, ze poziomy tkankowe
sfingozyno-1-fosforanu sa zwigkszone W wielu nowotworach, wpltywajac na przezycie,

proliferacje, angiogeneze i rozprzestrzenianie si¢ komorek nowotworowych [78, 79].

Aktywnos$¢ biologiczna LPI moze by¢ zardwno niereceptorowa, jak tez receptorowa [75].
Jednym z wazniejszych receptorow LPI okazatl si¢ GPR55 - receptor nalezacy do grupy
receptorOw sprz¢zonych z biatkiem G (ang. G protein-coupled receptors, GPCRS).
Udowodniono, ze receptor ten jest silnie zwigzany z karcynogeneza - jego ekspresja zwigksza
si¢ W niektorych nowotworach, a jego aktywacja przez LPI zwigksza migracje, inwazjg
I proliferacje komorek rakowych. W oparciu o te wyniki duzg uwage W badaniach dotyczacych
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nowych terapii przeciwnowotworowych poswieca si¢ obecnie identyfikacji antagonistow

GPR55, ktorzy mogliby regulowa¢ funkcje komorek nowotworowych [77, 80].

Co ciekawe, w obecnym badaniu poziom st¢zen LPI, w tym sfingozyno-1-fosforanu,
w przeciwienstwie do znanych publikacji dotyczacych wptywu LPI na karcynogeneze byt
nizszy wsérod pacjentow z MGUS i MM w stosunku do 0s6b zdrowych, co nalezatoby

zweryfikowa¢ w badaniach na wigkszej grupie uczestnikow.

Pozostale zwigzki

Kwas arachidonowy

Kwas arachidonowy, jeden ze zidentyfikowanych zwigzkéw roznicujacych profile
matobolomiczne badanych grup, jest wielonienasyconym, niezbednym kwasem tluszczowym,
ktory ma 20-weglowy tancuch jako szkielet i cztery podwojne wigzania cis w pozycjach C5,
C8,C11i C14. Kwas ten jest obecny w fosfolipidach bton komorkowych i jest z nich uwalniany
przez cytozolows fosfolipaze A2 w odpowiedzi na szereg bodzcow, a nastgpnie przeksztatcany
w mediatory eikozanoidowe w celu wygenerowania metabolitbw 0 roznej aktywnoSci
biologicznej [81-83]. Metabolity te mogg modulowac funkcje nerek, ptuc i uktadu sercowo-
naczyniowego, napig¢cie naczyniowe i reakcje zapalne. Niektore ze znanych metabolitow, na
przyktad prostaglandyna D2, E2, prostacyklina i tromboksan A2 biorg udziat w procesach
zapalnych zwigzanych z chorobg nowotworowa, angiogenezie, progresji guza i powstawaniu
przerzutéw [56, 57]. Obserwowany W badaniu spadek stezenia kwasu arachidonowego
w grupie MGUS i MM moze mie¢ zatem zwigzek Z jego zwickszong degradacjg i produkcja
aktywnych metabolitow sprzyjajacych karcynogenezie. Udowodniono, ze komorki
nowotworowe wykazuja nadekspresje enzymoéw metabolizujacych kwas arachidonowy, co jest
szczegbdlnie widoczne w przypadku opornego, nawrotowego szpiczaka plazmocytowego
I moze stanowi¢ potencjalny punkt uchwytu nowych lekow przeciwnowotworowych [53].
Dodatkowo, sam kwas arachidonowy indukuje wcze$niej omowiong ferroptozg, co jest
wykorzystywane w badaniach dotyczacych przeciwdzialaniu procesom nowotworowym,
W tym rowniez MM [81, 84].

Tak jak w przypadku karnityn istnieje wsrod niektorych badaczy poglad, ze ograniczenie
spozycia produktow bedacych zrodiem kwasu arachidonowego, takich jak na przyktad drob,
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jajka czy produkty mleczne moze pomodc W zapobieganiu i kontrolowaniu niektorych chorob

nowotworowych [85].

Kwas eikozapentaenowy

Ciekawym zwigzkiem, ktory udato si¢ zidentyfikowac w badaniu jest kwas eikozapentaenowy.
Jest to dlugotancuchowy wielonienasycony kwas thuszczowy, obecny na przyktad w oleju
rybnym, ktoéry przez niektorych badaczy jest wykorzystywany jako leczenie wspomagajace
kacheksji nowotworowej. Zwigzek ten moze mie¢ réwniez pewne dziatanie
przeciwnowotworowe poprzez zmniejszenie produkcji cytokin prozapalnych i hamowanie
konwersji kwasu arachidonowego do zwigzkdéw z rodzin tromboksanow-2 i prostaglandyn-2
[86-88]. Co wigcej, istnieja badania sugerujace, ze dieta bogata w swieze ryby (zrodto kwasu
eikozapentaenowego) pomaga spowolni¢ rozw6j] MM [86]. Okazuje si¢ roéwniez, ze wysoki
stosunek kwasu arachidonowego do eikozapentaenowego silnie koreluje z chorobg

nowotworowa, co zostato juz udokumentowane w przypadku raka jelita grubego i piersi [89].

Zmniejszone stgzenie kwasu eikozapentaenowego wsrod pacjentow MM i MGUS stwierdzone
w badaniu moze sugerowa¢ wigkszy udzial degradacji tego kwasu i produkcji
pronowotworowych metabolitow. Z praktycznego punktu widzenia z kolei istnieje mozliwos¢
wykorzystania obliczen stosunku kwasu arachidonowego do eikozapentaenowego do oceny
ryzyka transformacji pacjentow z MGUS do MM. Wiedza dotyczaca wplywu kwasu
eikozapentaenowego na nowotworowe plazmocyty moze by¢ roéwniez wykorzystana
w codziennej praktyce w celu modyfikacji nawykow zywieniowych tak, aby wspomagaty

walke z nowotworem.

Bilirubina

Jak juz wczesniej wspomniano, zar6wno W grupie MM, jak i MGUS obserwowano wyzsze niz
w grupie kontrolnej stezenia bilirubiny. Wzrost stezenia tego zwigzku zostal opisany na
przyklad w pracach dotyczacych analizy profilu metabolomicznego pacjentow z przewlekla
biataczka limfocytowa, co wedlug autorow moze mie¢ zwigzek z czgstym wystgpowaniem
U pacjentéw z PBL autoprzeciwcial i zwigzanej z tym autoimmunologicznej niedokrwistosci

hemolitycznej (ang. autoimmune hemolytic anemia, AIHA) [34]. Mimo ze AIHA moze
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wystepowac U pacjentdéw Z MM, jej wspotwystepowanie ze szpiczakiem plazmocytowym jest
rzadkie [90]. Dutta w swojej publikacji opisal wzrost st¢zenia bilirubiny u pacjenta z MM
spowodowany reakcja immunoglobulin chorego ze skladnikiem odczynnikoéw
wykorzystywanych do oznaczenia bilirubiny catkowitej w surowicy [91], jednak nie thumaczy
to wystgpienia opisywanych zaburzen W projekcie, poniewaz W niniejszym badaniu materiatem
wykorzystywanym do analiz byto osocze. By¢ moze wyjasnienie zaobserwowanych zmian uda

si¢ przedstawi¢ W badaniach przeprowadzonych na wiekszej populacji chorych.

Kwas karboksy-metylo-propylo-furanopropanowy

3-Karboksy-4-metylo-5-propylo-2-furanpropionian  (ang.  3-carboxy-4-methyl-5-propyl-2-
furanpropionate, CMPF) jest jednym z gléwnych endogennych metabolitow furanowych
kwasow thuszczowych. Kwasy te sg wiaczane do fosfolipidow i estrow cholesterolu, a nastgpnie
katabolizowane do wydalanych z moczem dwuzasadowych kwaséw urofuranowych. Funkcje
CMPF nie zostaly poznane. Wykazano, ze podwyzszone stezenie CMPF jest zwigzane
Z rozwojem cukrzycy cigzowej, zespolu metabolicznego lub cukrzycy typu 2 oraz prowadzi do
uszkodzenia komodrek nerkowych [92]. Nie udato si¢ natomiast znalez¢ informacji pomocnych

do wytlumaczenia wzrostu stezenia tego zwigzku wsrod pacjentow z MM i MGUS.

Benzotiazoletion

Benzotiazoletion nalezy do klasy zwigzkow organicznych znanych jako benzotiazole. Sg to
zwigzki zawierajace benzen skondensowany z pier$cieniem tiazolowym. Benzotiazoletion jest
metabolitem wtornym 0 nieokreslonej roli w organizmie, aczkolwiek pochodne benzotiazoli
posiadaja  udowodnione  szerokie spektrum  dzialania  biologicznego, w tym
przeciwnowotworowego [93], coO W pewnym sensie mogloby stanowi¢ potencjalne

wytlumaczenie spadku stezenia tego zwigzku w grupie MM w stosunku do pacjentow z MGUS.

Piperyna

Analizujgc wyniki, warto zwroci¢ uwage na piperyne, ktorej istotng statystycznie zmiang
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stezenia zaobserwowano wytacznie W porownaniu MGUS vs. grupa kontrolna. Zwigzek ten
jest metabolitem roslinnym - wystgpuje gtownie w pieprzu i jest odpowiedzialny za jego ostry
smak, dodatkowo ma dzialanie m.in. przeciwutleniajace, przeciwnowotworowe,
przeciwzapalne, hepatoprotekcyjne i neuroprotekcyjne [94]. W zwigzku ze swoim
plejotropowym dziataniem jest wykorzystywana w wielu badaniach klinicznych, w tym tych
zwigzanych z MM. Badanie przeprowadzone przez Vadhan-Raj i wspotpracownikow miato na
celu oceng tolerancji klinicznej i odpowiedzi na samg kurkumine oraz W potgczeniu z piperyng
U pacjentéw ze szpiczakiem plazmocytowym. Kurkumina, pozyskiwana z rosliny Curcuma
longa, jest popularnym barwnikiem spozywczym, ktoremu swoj kolor zawdziecza migdzy
innymi kurkuma. Udowodniono, ze kurkumina obniza poziom NF—«B w ludzkich komorkach
szpiczaka plazmocytowego, prowadzac do zahamowania proliferacji iindukcji apoptozy.
Zwiazek ten ma jednak niska biodostgpno$¢ przy doustnym przyjmowaniu. Wykazano, ze
piperyna z kolei zwicksza poziom lekéw i sktadnikow odzywczych w surowicy, co moze
spowodowa¢ zwiekszenie przyswajalnosci kurkuminy. Stwierdzono, ze doustne podawanie

kurkuminy i piperyny wigzato si¢ ze znacznym zmniejszeniem aktywacji NF—«B [95].

Ograniczenia projektu

Analizujac wyniki pracy nalezy bra¢ pod uwage fakt, ze badanie zostato preprowadzone na
ograniczonej liczbie przypadkéw, a poszczegdlne grupy badane (grupa MGUS, grupa MM)
dotyczyty dwoch odrgbnych populacji chorych. Mimo zZe szpiczak plazmocytowy jest drugim
co do czgsto$ci wystepowania nowotworem hematologicznym, trudno jest zgromadzi¢ grupe
chorych z MGUS, u ktorych rozwinie si¢ pelnoobjawowy MM. Jak wspomniano wczesniej, w
populacji pacjentow z MGUS jedynie 1% chorych rocznie transformuje do choroby
nowotworowej. Analiza metabolomu w tak dobranej grupie moglaby zweryfikowa¢ wyniki
przedstawionego projektu 1 zmiany zachodzace w metabolizmie komorek toczace si¢ podczas

transformacji nowotworowej.

Kolejnym istotnym czynnikiem ograniczajgcym prace jest sam metabolom. Profile
metabolomiczne nie sg stabilne - sg istotnie wrazliwe na zewnatrz- i wewnatrzustrojowe zmiany
zachodzace w danym przedziale czasowym. Nalezy bra¢ pod uwage fakt, ze wykrywane
metabolity to nie zawsze produkty szlakow metabolicznych, lecz takze przyjmowane przez
dang osobe leki, stosowana dieta czy zanieczyszczenia srodowiska, ktore moga by¢ typowe dla

danego obszaru lub wrazliwe na zmiany por roku.
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WNIOSKI

1.  Przeprowadzona analiza statystyczna niecelowang metodg metabolomicznego odcisku
palca pozwolita na okreslenie istotnych roznic w profilach metabolomicznych
W poszczegdlnych grupach badanych (MGUS, MM, grupa kontrolna).

2. Zmiany w stezeniu karnityn oraz fosfatydyloetanoloamin zachodzace w grupie
pacjentow z MGUS oraz MM moga mie¢ zwigzek Z intensywng proliferacjg, a co za
tym idzie - zwiekszonym zapotrzebowaniem energetycznym wysoce aktywnych
metabolicznie klonalnych plazmocytow.

3. Spadek stgzenia kwasu arachidonowego w grupie MGUS i MM moze mie¢ zwigzek
z jego zwickszong degradacja i produkcja aktywnych metabolitbw sprzyjajacych
karcynogenezie, czemu moze dodatkowo sprzyja¢ obnizony poziom kwasu
eikozapentaenowego.

4.  Obserwowane zmniejszenie stezen metabolitow z  grupy  sfingomielin
i fosfatydylocholin oraz wzrost st¢zen zwigzkow takich jak PC (34:3) czy LPE (16:0)
u pacjentéw z MM w pordéwnaniu do grupy MGUS moze $wiadczy¢ 0 udziale tych
szlakéw w transformacji MGUS do MM.

5. Poznanie zachodzacych zmian w zakresie metabolomiki w trakcie transformacji MGUS
do pelnoobjawowego MM moze zosta¢ W przysztosci wykorzystane do opracowania
nowych markerow nowotworowych, ulepszenia stratyfikacji, wyodrgbnienia grupy
pacjentow z MGUS, u ktorych nalezaloby rozwazy¢ wczesniejsze wiaczenie leczenia
w celu prewencji uszkodzenia narzagdowego zwiazanego z progresja do MM oraz moze
ujawni¢ nowe cele terapeutyczne przy opracowywaniu nowych terapii

przeciwszpiczakowych.
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STRESZCZENIE

Dyskrazje plazmocytowe to grupa chorob, ktorych wspolng cecha jest produkcja przez
pojedynczy klon komorek plazmatycznych jednorodnego biatka, tak zwanego biatka
monoklonalnego. Jedng z czgsciej obserwowanych jednostek chorobowych z tej grupy jest
szpiczak plazmocytowy (ang. multiple myeloma, MM), nowotwor zwigzany z klonalnym
rozrostem plazmocytow. Przebieg kliniczny MM wykazuje znaczng zmiennos$¢. Wprowadzenie
do standardow leczenia nowych lekdw pozwolito na zwickszenie odsetka pacjentow

odpowiadajacych na leczenie. Mimo to, choroba ta jest nadal uznawana za nieuleczalng.

Rozwo6j wymagajacego leczenia objawowego MM poprzedzony bywa wystepowaniem stanu
przednowotworowego okreslonego jako gammapatia monoklonalna o nieokreslonym
znaczeniu (ang. monoclonal gammopathy of undetermined significance, MGUS). Stan ten
przebiega bezobjawowo i czgsto wykrywany jest przypadkowo podczas diagnostyki innych
schorzen. Mimo ze wystapienie MGUS poprzedza rozwoéj dyskrazji plazmocytowej, jego

stwierdzenie nie zawsze determinuje wystgpienie choroby.

Wzglednie nowa dziedzing nauki jest metabolomika, ktéora ma na celu scharakteryzowaé
metabolom, czyli kompletny zbiér metabolitéw lub drobnoczasteczkowych substancji
chemicznych bioragcych udzial w procesach biologicznych zachodzacych w komorce. Badania
metabolomiczne stosuje si¢ w hematoonkologii w celu okreslenia przydatnosci metody do
wczesniejszego diagnozowania nowotworow, selekcji pacjentow do badan klinicznych,
okreslania biomarkerow odpowiedzi na leczenie, jak rowniez identyfikacji potencjalnych
markerow transformacji nowotworowej oraz agresywnego przebiegu choroby, ktore moglyby

odgrywac role przy kwalifikacji pacjentow do wczesniejszego rozpoczecia leczenia.

Celem pracy byto okreslenie profili metabolomicznych pacjentow z wybranymi dyskrazjami
plazmocytowymi: MGUS oraz szpiczakiem plazmocytowym. Dodatkowym celem byla
identyfikacja potencjalnych biomarkerow progresji MGUS do MM.

W badaniu wzigto udzial tacznie 100 oséb. Grupe badang stanowili pacjenci Kliniki
Hematologii Uniwersyteckiego Szpitala Klinicznego w Biatymstoku z nowo rozpoznanym
MGUS (30 oso6b) oraz szpiczakiem plazmocytowym (50 chorych) w réznym stadium
zaawansowania choroby podczas pobierania materialu. Obie grupy byty zblizone pod
wzgledem mediany wieku. Kontrole stanowita dobrana pod wzgledem struktury ptci i wieku

grupa os6b zdrowych — dawcow krwi 1 wolontariuszy (20 oséb).
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Plan badania zaktadat uzyskanie od pacjentéw bedacych na czczo probki krwi zylnej w czasie
rutynowych, porannych badan diagnostycznych. Uzyskany material, po wstepnej obrdbcee,
oceniano przy pomocy chromatografu cieczowego sprzezonego z czulym detektorem
masowym (LC-QTOF-MS), wykorzystujac metode analizy niecelowanej (metabolomiczny
odcisk palca).

Po wstepnym opracowaniu danych metodg LC-MS uzyskano 751 cech metabolicznych. Biorac
pod uwage mas¢ eksperymentalng i uzyskane widma fragmentacyjne oraz porownujac je do
mas czasteczkowych i widm wzorcowych w bazach internetowych udato si¢ ostatecznie
zidentyfikowa¢ 104 zwiazki rdznicujgce profile metabolomiczne pacjentéw w poszczegdlnych

grupach.

W grupie MGUS, poroéwnujac do grupy kontrolnej, obserwowano wzrost poziomu
zidentyfikowanych zwigzkow z grupy karnityn i sfingomielin (SM) oraz zwigzkow takich jak
bilirubina, kwas karboksy-metylo-propylo-furanopropanowy, benzotiazoletion i piperyna.
Z kolei w poréwnaniu z grupg kontrolng w grupie pacjentéw z MM odnotowano wzrost
poziomu karnityn, fosfatydyloetanoloamin (PE) oraz zwigzkoéw takich jak bilirubina, kwas
karboksy-metylo-propylo-furanopropanowy i benzotiazoletion. W obu grupach (MGUS
i MM), gdy porownywano je ze zdrowymi uczestnikami badania, obserwowano zmniejszone
poziomy zwigzkoéw z grupy lizofosfatydyloinozytoli (LPI), kwasu eikozapentaenowego (EPA),
kwasu arachidonowego oraz niejednoznaczng tendencje¢ zmian w poziomie fosfatydylocholin
(PC), lizofostatydylocholin (LPC) i lizofosfatydyloetanoloamin (LPE). Dodatkowo,
w przeciwienstwie do poréwnania MGUS vs. grupa kontrolna, w grupie MM odnotowano
spadek poziomu SM. W ostatnim poréwnaniu (MM vs. MGUS) stwierdzono zmniejszenie
poziomu karnityn, SM, LPI, LPC, PC, PE, bilirubiny oraz EPA — wyjatek stanowity PC (34:3),
PE (16:0/18:2), LPE (16:0), ktérych poziom wzrastal wsréd chorych z MM w poréwnaniu
zZ pacjentami z MGUS.

Obserwowane zmiany poziomu zidentyfikowanych metabolitow zwigzane s3g ze zmianami
metabolizmu komorkowego klonalnych plazmocytow, na przyktad ze zwigkszonym
zapotrzebowaniem energetycznym, synteza bton komodrkowych, aktywacja enzymow
1 produkcja pronowotworowych metabolitow czy procesami zapalnymi sprzyjajacymi

karcynogenezie i lekoopornoscia komorek nowotworowych.
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Powyzsze badanie pozwolito na okreslenie istotnych roznic w profilach metabolomicznych
w poszczegdlnych grupach badanych (MGUS, MM, grupa kontrolna). Informacje te nie tylko
mogg zosta¢ wykorzystane w procesie diagnostyki i monitorowania pacjentow oraz ich
stratyfikacji, lecz takze moga w przysztosci umozliwi¢ wyodr¢bnienie grupy pacjentow
z MGUS, u ktorych nalezaloby rozwazyé wczesniejsze wiaczenie leczenia
przeciwnowotworowego oraz postuzy¢ do okreslenia nowych punktéw uchwytu lekow

w terapii MM.

SUMMARY

Plasma cell dyscrasias are a group of diseases whose common feature is production of
a homogeneous protein known as monoclonal protein by a single clone of plasma cells. One
of the more frequently observed diseases from this group is multiple myeloma (MM),
a neoplasm associated with a clonal proliferation of plasma cells. Clinical course of MM varies
considerably. The introduction of new drugs into the treatment standards caused an increase in
the percentage of patients responding to treatment. Nevertheless, the disease is still considered

incurable.

The development of symptomatic MM that requires treatment is preceded by the occurrence of
a premalignant condition defined as monoclonal gammopathy of undetermined significance
(MGUS). This condition is asymptomatic and often discovered incidentally during the
diagnostic process of other diseases. Although occurrence of MGUS precedes development of

plasma cell dyscrasia, its presence does not always determine the onset of the disease.

A relatively new field of science is metabolomics, which aims to characterize the metabolome,
i.e. the complete set of metabolites or small molecule chemicals involved in biological
processes occurring in the cell. Metabolomic studies are used in hemato-oncology to determine
the usefulness of the method for earlier diagnosis of cancer, selection of patients for clinical
trials, determination of biomarkers of response to treatment, as well as identification of potential
markers of malignant transformation and aggressive course of the disease, which could play

a role in qualifying patients for early treatment.

The aim of the study was to determine the metabolic profiles of patients with selected plasma
cell dyscrasias: MGUS and multiple myeloma. An additional objective was to identify potential

biomarkers of MGUS progression to MM.
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A total of 100 people participated in the study. The study group consisted of patients of the
Hematology Department of the University Clinical Hospital in Bialystok with newly diagnosed
MGUS (30 patients) and multiple myeloma (50 patients) at various stages of the disease during
the collection of the material. Both groups were similar in terms of median age. The control
was a group of healthy people matched in terms of sex and age - blood donors and volunteers
(20 people).

The study design was to obtain a venous blood sample from fasting patients during routine
morning diagnostic examinations. The obtained material, after initial processing, was evaluated
using a liquid chromatograph coupled with a sensitive mass detector (LC-QTOF-MS) using

a non-targeted analysis method (metabolomic fingerprinting).

After initial data processing by LC-MS, 751 metabolic features were obtained. Taking into
account the experimental weight and obtained fragmentation spectra and comparing them to
the molecular weights and reference spectra in Internet databases it was possible to identify 104

compounds that differentiated metabolomic profiles of patients in particular groups.

In the MGUS group, compared to the control group, an increase in the level of identified
compounds from the group of carnitines and sphingomyelins (SM) and compounds such as
bilirubin, carboxy-methyl-propyl-furanopropanoic acid, benzothiazolethion and piperine was
observed. Compared to the control group, in the group of patients with MM, an increase in the
level of carnitines, phosphatidylethanolamines (PE) and compounds such as bilirubin, carboxy-
methyl-propyl-furanopropanoic acid and benzothiazolethion was observed. In both groups
(MGUS and MM) when compared with healthy study participants decreased levels of
lysophosphatidylinositols (LPI), eicosapentaenoic acid (EPA), arachidonic acid and an
inconclusive trend of changes in the levels of phosphatidylcholines (PC),
lysophostatidylcholines (LPC) and lysophosphatidylethanolamines (LPE) were observed.
Additionally, unlike MGUS vs. control group, in the MM group there was a decrease in the
level of SM. In the last comparison (MM vs. MGUS), a decrease in the level of carnitines, SM,
LPI, LPC, PC, PE, bilirubin and EPA was found - the exceptions were PC (34:3), PE
(16:0/18:2), LPE ( 16:0), the level of which increased among patients with MM compared to
patients with MGUS.

The observed changes in the level of identified metabolites are associated with changes in the

cellular metabolism of clonal plasma cells, for example with increased energy demand,
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synthesis of cell membranes, activation of enzymes and production of pro-cancer metabolites

or inflammatory processes that promote carcinogenesis and drug resistance of cancer cells.

The above study allowed to determine significant differences in metabolomic profiles in
individual study groups (MGUS, MM, control group). This information can not only be used
in the process of diagnosing and monitoring patients and their stratification, but also enable the
identification of a group of patients with MGUS among whom early anti-cancer treatment

should be considered as well as be used to determine new targets for drugs in MM therapy.
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