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Streszczenie

Przedlozona dysertacja podejmuje wspdtczesne wyzwania chemii analitycznej] w obszarze
oceny skutkdw narazenia organizméw zywych na zwigzki egzogenne, redefiniujac podejscie
z tradycyjnego pomiaru przyczyny (stezenia ksenobiotyku) na analize¢ skutku (odpowiedzi
metabolicznej organizmu). Stanowi to uzupehienie klasycznych metod analitycznych, ktore,
cho¢ dostarczaja doktadnych danych ilosciowych, nie odzwierciedlaja petnej ztozonosci
interakcji na poziomie metabolomu. Gtéwna teza badawcza zaklada, ze profil metaboliczny,
a w szczegoOlnosci wzorzec zmian w metabolizmie wtornym, stanowi czute i wiarygodne zrodio
sygnatu analitycznego, pozwalajagce na wszechstronng ocene skutkow ekspozycji na
ksenobiotyki. Weryfikacje tej tezy, stanowigca gtdéwny cel pracy, przeprowadzono w ramach
wieloetapowej strategii badawczej, integrujacej zaawansowane techniki oparte na platformie
LC-MS z narzgdziami chemometrycznymi. Wstgpne badania, zrealizowane na organizmie
modelowym Saccharomyces cerevisiae potwierdzity, ze kontakt z ksenobiotykami i ich
produktami przemian indukuje charakterystyczne 1 mierzalne zmiany w profilu metabolicznym.
W kolejnym etapie badania rozszerzono na rosliny uprawne (pszenicg¢ i jeczmien), porownujac
dziatanie biopestycydow (hinokitiol, skopoletyna, umbeliferon) z pestycydami syntetycznymi
(tebukonazol, kwas 2,4-dichlorofenoksyoctowy). Analiza metabolomiczna okazata si¢
narzedziem o wysokiej czuto$ci, zdolnym do réznicowania subtelnych skutkow biologicznych
wywolanych przez zwigzki o odmiennych mechanizmach dziatania. Dodatkowo, $ledzenie
los6w substancji macierzystych i ich produktéw transformacji w tkankach roslin potwierdzito
skuteczno$¢ przyjetego podejscia takze w odniesieniu do ztozonych matryc biologicznych.
Opracowane metodyki postuzyly jako podstawa do stworzenia i1 zastosowania metody
przesiewowej do analizy rzeczywistych probek roslin jadalnych, co pozwolito na walidacje jej
potencjatu diagnostycznego. W rezultacie, niniejsza rozprawa doktorska, ktérej fundament
stanowi cykl pigciu publikacji naukowych, dostarcza nauce i praktyce zwalidowane procedury
analityczne o szerokim zastosowaniu w toksykologii S$rodowiskowej, zréwnowazonym
rolnictwie i ochronie zdrowia publicznego, wnoszac tym samym znaczacy wklad w rozwdj

badan interdyscyplinarnych.
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Abstract

The presented dissertation addresses the contemporary challenges of analytical chemistry
in assessing the effects of exposing living organisms to exogenous compounds, redefining the
approach from the traditional measurement of the cause (xenobiotic concentration) to the
analysis of the effect (the organism’s metabolic response). This complements classical analytical
methods, which, although providing precise quantitative data, do not capture the full complexity
of interactions at the metabolome level. The main research hypothesis posits that the metabolic
profile, and in particular the pattern of changes in secondary metabolism, constitutes a sensitive
and reliable source of an analytical signal, enabling a comprehensive assessment of the effects
of xenobiotic exposure. The verification of this hypothesis, which was the main objective of the
work, was conducted through a multi-stage research strategy that integrated advanced
techniques based on the LC-MS platform with chemometric tools. Preliminary studies on the
model organism Saccharomyces cerevisiae confirmed that contact with xenobiotics and their
transformation products induces characteristic and measurable changes in the metabolic profile.
In the subsequent stage, the research was extended to crop plants (wheat and barley), comparing
the effects of biopesticides (hinokitiol, scopoletin, umbelliferone) with synthetic pesticides
(tebuconazole, 2,4-dichlorophenoxyacetic acid). Metabolomic analysis proved to be a highly
sensitive tool capable of differentiating the subtle biological effects caused by compounds with
different mechanisms of action. Furthermore, tracking the fate of the parent substances and their
transformation products within plant tissues confirmed the effectiveness of the adopted
approach, even in complex biological matrices. The developed methodologies served as the
basis for creating and applying a screening method for the analysis of real samples of edible
plants, which allowed for the validation of its diagnostic potential. As a result, this doctoral
dissertation, founded on a series of five scientific publications, provides science and practice
with validated analytical procedures for broad application in environmental toxicology,
sustainable agriculture, and public health, thereby making a significant contribution to the

advancement of interdisciplinary research.
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liquid chromatography-tandem
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L-phenylalanine
L-tryptophan
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L-tyrosine
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mass spectrometry
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non-target data acquisition for
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nuclear magnetic resonance
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time-of-flight
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Wklad autorski

Oswiadczam, ze jestem wspotautorem przedstawionego cyklu publikacji [P1-PS],
w publikacjach [P1, P3—P5] jestem autorem wiodacym. Mdj udziat obejmowat wszystkie etapy
procesu badawczego od opracowania koncepcji i metodologii, poprzez realizacj¢ badan
1 walidacje metod, az po analize, interpretacj¢ oraz wizualizacj¢ uzyskanych wynikéw. Jako
autor korespondencyjny bylam odpowiedzialna za przygotowanie manuskryptow, prowadzenie
korespondencji z edytorami czasopism oraz wprowadzanie poprawek redakcyjnych zgodnie
z sugestiami recenzentow. Do moich obowigzkow nalezalo takze pozyskiwanie $srodkow

finansowych na realizacj¢ badan.

Szczegdlowe o$wiadczenia pozostatych wspotautorow publikacji wchodzacych w skiad
wspomnianego cyklu, okreslajace ich indywidualny wktad, znajduja si¢ w zatacznikach do

niniejszej rozprawy.
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Rozdzial 1. Wprowadzenie

1.1. Tlo i znaczenie badan
Wspoélczesne nauki chemiczne stoja wobec narastajacych wyzwan, ktére wynikaja
z intensyfikacji przemian $rodowiskowych, postepu technologicznego oraz rosnacych
wymagan w zakresie ochrony zdrowia publicznego, bezpieczenstwa zywnos$ci i jakosci
srodowiska naturalnego. Procesy te generuja ztozone problemy badawcze, ktorych rozwigzanie
wymaga rozwoju 1 wdrazania coraz bardziej zaawansowanych procedur analitycznych,
umozliwiajacych precyzyjne wykrywanie i oznaczanie substancji chemicznych w zlozonych
matrycach. W klasycznym ujeciu, ich zadaniem jest generowanie sygnatu analitycznego —
mierzalnej odpowiedzi instrumentu pomiarowego, ktora w idealnych warunkach jest
jednoznacznie powigzana z rodzajem lub iloScig analitu w probce [1]. Pozycja tego sygnatu,
traktowana jako wielko$¢ statyczna okreslajaca state lub chwilowe warunki w jakich sygnat jest
wyzwalany, §wiadczy o tozsamos$ci zwigzku, a jego intensywnosc¢, jako wielko$¢ dynamiczna
(zwigzana ze zjawiskami energetycznymi typowymi dla danej techniki pomiarowej), jest
proporcjonalna do jego stezenia [2]. Jednakze w rzeczywistych, ztozonych uktadach, takich jak
zywno$¢ pochodzaca od organizmdéw zywych oraz probki biologiczne, ten prosty zwigzek
przyczynowo-skutkowy ulega zaburzeniu. Sygnal analityczny nie jest jednoznacznym
wskaznikiem obecnosci poszukiwanego zwiazku, a jego intensywno$¢ moze by¢ modulowana
przez liczne czynniki instrumentalne, zmienno$¢ fizykochemiczng matrycy oraz obecnos¢
licznych substancji przeszkadzajacych. Ponadto w ocenie bezpieczenstwa zywnosci
i srodowiska, kluczowe staje si¢ zrozumienie, ze nie samo st¢zenie znanej toksyny, lecz
sumaryczny efekt biologiczny wywotany przez nig 1 jej, czgsto nieznane, produkty
transformacji, stanowi rzeczywista miar¢ zagrozenia [3]. Powszechnie stosowane procedury
analityczne, ukierunkowane na wykrywanie z gory zdefiniowanej listy zwiazkoéw, okazujg sie
w tym przypadku niewystarczajace, gdyz ignoruja metaboliczny skutek narazenia organizmu na
réznego rodzaju ksenobiotyki. W rezultacie, zasadniczym aspektem nowoczesnych badan
analitycznych staje si¢ nie tylko opracowanie skutecznych procedur przygotowania probek
1 wykorzystanie zaawansowanych technik instrumentalnych, ale roéwniez redefinicja samego

zrédta informacji analityczne;.
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Jednym z istotnych obszaréw wspotczesnych badan jest analiza mechanizméw metabolizmu
wtérnego, aktywowanych jako odpowiedz organizmu na roéznorodne bodzce srodowiskowe
1 chemiczne [4]. W odroznieniu od metabolitow podstawowych, metabolity wtdrne — takie jak
alkaloidy, flawonoidy, lignany, fenole, aminy biogenne oraz pochodne szlaku kwasu
szikimowego — nie uczestnicza bezposrednio w podstawowych procesach zyciowych, lecz
petnig funkcje sygnatowe, obronne oraz regulacyjne, wplywajac na zdolnos¢ organizmu do
adaptacji i utrzymania homeostazy. Ich profil ulega znacznym zmianom w odpowiedzi na
dziatanie substancji egzogennych, takich jak pestycydy, farmaceutyki oraz inne ksenobiotyki
obecne w $rodowisku [5]. Odczytanie i zinterpretowanie tak ztozonego sygnalu wymaga
integracji zaawansowanych technik instrumentalnych z metodami bioinformatycznymi
1 chemometrycznymi. Nowoczesne podej$cie metabolomiczne obejmuje nie tylko identyfikacje
obecnych w probce metabolitéow, ale takze ocen¢ zmian ich st¢zen w czasie, analiz¢
wspotwystepowania oraz modelowanie zalezno$ci pomigdzy szlakami metabolicznymi.
Wykorzystanie profili metabolomicznych jako narzgdzia do identyfikacji biomarkerow
narazenia, oceny wptywu substancji chemicznych na organizmy zywe a takze projektowania
bezpiecznych $rodkéw ochrony roslin stanowi obecnie interdyscyplinarny front badan

w toksykologii srodowiskowej, naukach o zywnosci 1 zrOwnowazonym rolnictwie.

Niniejsza rozprawa doktorska, oparta na cyklu pigciu publikacji naukowych, stanowi spdjna
i wieloaspektowa odpowiedZ na potrzebe interdyscyplinarnego ujecia problematyki zmian
w metabolizmie wtédrnym organizmow zywych w odpowiedzi na dziatanie zwigzkow
egzogennych. W pracy tej zaproponowatam nowatorskie podejscie, integrujace zaawansowane
techniki instrumentalne z modelowaniem chemometrycznym, w celu wyjasnienia ztozonych
oddzialywan biologiczno-chemicznych na poziomie metabolicznym. Przedstawiony tok
badawczy — od badan podstawowych na organizmach modelowych po analizy probek
rzeczywistych — pokazuje, ze zmiany metaboliczne mogg stanowi¢ czule 1 wiarygodne Zrodio
sygnatu analitycznego. Otwiera to nowe perspektywy dla oceny ryzyka srodowiskowego
1 zdrowotnego oraz dla rozwoju technologii wspierajacych zréwnowazone systemy produkcji

Zywnosci.
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1.2. Zadania badawcze i hipotezy weryfikowane w toku badan
Wspoblczesne wyzwania chemii analitycznej, zwlaszcza w kontekscie bezpieczenstwa zywnosci,
zdrowia publicznego oraz ochrony srodowiska, wymagaja pogltebionych i interdyscyplinarnych
badan nad oddziatywaniem potencjalnie toksycznych substancji egzogennych na metabolizm
wtorny organizméw zywych. Kluczowe znaczenie majg tu zarowno leki, jak i srodki ochrony
roslin, ktérych obecnos¢ w $rodowisku i1 produktach spozywczych moze prowadzi¢ do
ztozonych zmian biochemicznych i fizjologicznych w narazonych organizmach [6].
Powszechne podejscia analityczne, koncentrujace si¢ wylacznie na oznaczaniu zwigzkow
macierzystych, czesto okazuja si¢ jednak niewystarczajace do peilnej oceny ryzyka, pomijajac
ztozony wpltyw metabolitéw i produktow transformacji tych zwigzkéw. W odpowiedzi na te
ograniczenia, w niniejszej rozprawie doktorskiej zaproponowalam przesunigcie punktu
cigzkos$ci w podejsciu analitycznym: od pomiaru przyczyny (stezenia ksenobiotyku) do pomiaru
skutku (odpowiedzi metabolicznej organizmu). W tym nowatorskim podej$ciu to wiasnie
odpowiedz metaboliczna organizmu, a w szczegdlnosci zmiany w profilu metabolizmu
wtdrnego, stajg si¢ zrédtem sygnatu analitycznego. Na podstawie tej koncepcji sformutowatam

nastepujaca hipoteze gtowna, stanowigcg o$ przewodnig calej mojej pracy:

Profil metaboliczny organizmu, a w szczegdlnosci wzorzec zmian w metabolizmie wtornym,
stanowi czule i wiarygodne zZrodlo sygnatu analitycznego. Umozliwia on kompleksowq ocene
skutkow ekspozycji na ksenobiotyki, ktora wykracza poza tradycyjny pomiar stezenia substancji

macierzystej i jej znanych produktow transformacji.

Wspdlnym mianownikiem, ktory spaja wszystkie etapy niniejszej pracy, jest ukierunkowanie
badan na przemiany aminokwasow i1 amin biogennych zachodzace w wybranych organizmach
zywych w odpowiedzi na narazenie na ksenobiotyki. Wybor tej grupy zwigzkow stanowit
fundament koncepcyjny, podyktowany ich kluczowa rola jako prekursoréw czasteczek
sygnatowych (m.in. neuroprzekaznikow, hormonéw, fitoaleksyn) oraz ich wysoka wrazliwoscia
na dziatanie ksenobiotykow. Dzigki tej wlasciwosci, zmiany w profilu tych zwiazkow staty si¢
doskonalym wskaznikiem do oceny rzeczywistego skutku biologicznego, pozwalajac na spdjna
analize wplywu zréznicowanych substancji — od farmaceutykow po pestycydy — i weryfikacje

gltownej tezy rozprawy.
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Koncepcja i etapy badan

Przejscie od koncepcji do jej empirycznej weryfikacji wymagato opracowania wieloetapowego
planu badawczego, ktorego konstrukcja odzwierciedlata logiczny postgp od badan
fundamentalnych do aplikacyjnych. Ewolucja ta pozwolila na systematyczne budowanie
wiedzy, odpowiedni dobor 1 walidacje stosowanych narzedzi i stopniowe potwierdzanie hipotez

czastkowych.
Etap I: Badania podstawowe na organizmie modelowym.

Pierwszy etap badan, obejmujacy opracowanie 1 walidacj¢ podejscia analitycznego,
zrealizowatam w uproszczonym, wysoce kontrolowanym systemie biologicznym. Jako
eukariotyczny organizm modelowy wykorzystalam drozdze Saccharomyces cerevisiae,
oceniajac ich odpowiedZz na farmaceutyki o dobrze poznanym mechanizmie dzialania:
nityzynon (2-[2-nitro-4-(trifluorometylo)benzoilo]cykloheksano-1,3-dion, NTBC) oraz leki
przeciwwirusowe — amantadyn¢ (AMT) i1 rymantadyne (RMT). Dobor tych substancji byt
podyktowany ich udokumentowanym wplywem na szlaki metaboliczne obejmujace biosynteze
aminokwasoéw aromatycznych i amin biogennych, co pozwolito na celowang weryfikacje
zatozen badawczych [7,8]. Moim celem bylo potwierdzenie fundamentalnego zatozenia, ze
analiza zmian w profilu metabolitow wtdérnych moze by¢ czulym wskaznikiem stresu
chemicznego 1 umozliwia odroznienie efektow wywotanych przez substancje macierzysta i jej

metabolity.
Etap II: Badania aplikacyjne — poszukiwanie alternatyw dla pestycydow syntetycznych.

Po potwierdzeniu poprawnosci podejScia w systemie modelowym, kontynuowalam moje
badania na organizmach o znacznie wigkszej ztozono$ci 1 praktycznym znaczeniu — roslinach
uprawnych. Na tym etapie moim gtéwnym celem byta ocena porownawcza wptywu pestycydow
konwencjonalnych i naturalnych na metabolizm pszenicy zwyczajnej Triticum aestivum
1jeczmienia zwyczajnego Hordeum vulgare. Jako reprezentantow powszechnie stosowanych
pestycydéw syntetycznych wybralam fungicyd tebukonazol (TBC) i herbicyd kwas
2,4-dichlorofenoksyoctowy (2,4-D). Z kolei za ich bezpieczniejsze, naturalne odpowiedniki
postuzyty hinokitiol (HIN), umbeliferon (UMB) 1 skopoletyna (SCOP). Na tym etapie, dzigki
nawigzaniu wspdlpracy naukowej, znaczaco rozszerzytam stosowang metodyke badawcza.

Oprocz profilowania metabolicznego 1 analizy metabolicznego odcisku palca z wykorzystaniem
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chromatografii cieczowe] (ang. liquid chromatography, LC) sprze¢zonej z tandemow3q
spektrometrig mas (ang. tandem mass spectrometry, MS/MS) oraz spektrometrig mas wysokiej
rozdzielczos$ci (ang. high resolution mass spectrometry, HRMS). Technika ta umozliwita
identyfikacj¢ nieznanych dotad produktéw transformacji pestycydéw w tkankach roslinnych,

a takze znaczace poszerzenie zakresu analizowanych zwigzkoéw endogennych.
Etap III: Weryfikacja metody w probkach rzeczywistych i identyfikacja biomarkeréw narazenia.

Koncowym etapem moich badan, pozwalajgcym na oceng¢ skutecznosci opracowanej metodyki,
bylo jej zastosowanie do analizy rzeczywistych probek pochodzenia roslinnego. Materiat
badawczy, uzyskany we wspolpracy z akredytowanym laboratorium analitycznym, stanowity
rosliny jadalne dostgpne w handlu. Probki podzielitam na dwie kategorie. Grupe badang
stanowily probki z potwierdzonymi przekroczeniami najwyzszych dopuszczalnych pozioméw
pozostatosci (ang. maximum residue levels, MRL), natomiast grup¢ kontrolng — probki,
w ktorych stezenia pestycydow miescily si¢ ponizej MRL. Celem tego etapu bylo
zweryfikowanie, czy w badanych probkach mozna zidentyfikowac¢ uniwersalny wzorzec
zaburzen metabolicznych, ktory shuzytby jako sygnal analityczny pozwalajgcy na wykrycie
narazenia na pestycydy, bez koniecznosci oznaczania pozostatosci tych ksenobiotykow. Badania
te pozwolity zidentyfikowa¢ spdjny zestaw biomarkerow, wspolnych dla réznych matryc

roslinnych.

Ogolna koncepcja badawcza oraz sekwencja zrealizowanych etapow, prowadzacych od badan
na prostych organizmach modelowych do weryfikacji w ztozonych matrycach roslin jadalnych,

zostaty schematycznie przedstawione w Tabeli 1.
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Tabela 1. Zestawienie etapow badawczych, zastosowanych strategii i kluczowych wynikow

. Material . . .
Etap Czynnik stresowy badawezy Strategia analityczna Wynik
drozdse analiza celowana (profilowanie Wykazanie, ze wolniej metabolizowana AMT wywotuje
metaboliczne z uzyciem LC-MS/MS) | silniejszy i trwalszy efekt metaboliczny niz RMT.
Etap I AMT, RMT Saccharomyces o . . ; .
cerevisiae - analiza niecelowana (metaboliczny Identyfikacja specyficznych markeréw chemicznych
odcisk palca z uzyciem LC-MS/MS) | dla obu lekow.
analiza celowana (profilowanie Potwierdzenie, ze produkty transformacji (glownie
drozdze . \PT CHD) wywieraja znacznie silniejszy wptyw na
NTBC, NTFA, metaboliczne z uzyciem LC-MS/MS) . , .. ) :
Saccharomyces o . metabolizm wtorny niz substancja macierzysta
ATFA, CHD .. - analiza niecelowana (metaboliczny ST 2o
cerevisiae . . (NTBC), co waliduje hipoteze o kluczowej roli
odcisk palca z uzyciem LC-MS/MS) .
metabolitow.
Etap 11 . . Lo
analiza celowana (profilowanie Udowodnienie, ze pestycydy syntetyczne (TBC, 2,4-D)
pszenica metaboliczne z uzyciem LC-MS/MS) | indukuja silne i trwale zaburzenia metaboliczne,
HIN, UMB, SCOP, | Triticum aestivum analiza niecelowana (metaboliczny podczas gdy pestycydy naturalne (HIN, UMB)
TBC, 2,4-D jeczmien odcisk palca z uzyciem LC-MS/MS) | wywoluja znacznie stabsze i odmienne jako$ciowo
Hordeum vulgare identyfikacja produktow transformacji | zmiany. Zidentyfikowano nowe produkty transformacji
z uzyciem LC-HRMS TBC, 2,4-D, HIN, SCOP i UMB.
jablka, t}ru skawki, analiza (.:elowana.(pr.O filowanic Identyfikacja uniwersalnego panelu 15 biowskaznikow
pomarancze, metaboliczne z uzyciem LC-MS/MS) . fitoh liaminy. fenole). ktérveh
liza niecel (metaboliczn (m.in. fitohormony, poliaminy, fenole), ktoryc
Etap III | Pestycydy eytryny, ana’lza nicceiowana y wzorzec zmian stanowi spojny sygnat analityczny
mandarynki, odcisk palca z uzyciem LC-MS/MS)

ogorki, pomidory,
papryka, chili

analiza przesiewowa (identyfikacja
biomarkerow z uzyciem LC-MS/MS)

$wiadczacy o stresie pestycydowym, niezaleznie od
rodzaju matrycy i pestycydu.



Hipotezy szczegolowe

Realizacja tak zdefiniowanego programu badawczego pozwolita na sformulowanie

1 weryfikacje nastepujacych hipotez szczegotowych:

1.

Celowana ekspozycja organizmu modelowego Saccharomyces cerevisiae na leki
(NTBC, AMT, RMT) i ich metabolity indukuje charakterystyczne, mierzalne
i powtarzalne zmiany w profilu metabolizmu wtérnego, obejmujace szlaki
aminokwasOw aromatycznych i amin biogennych, co pozwala na walidacj¢ podejscia
metabolomicznego jako narzedzia do réznicowania skutkow dziatania poszczegolnych

substancji.

Pestycydy pochodzenia naturalnego (HIN, UMB, SCOP) wywotuja w tkankach roslin
uprawnych (pszenica, jgczmien) znaczaco stabsze i odmienne jako$ciowo zaburzenia
metaboliczne w poroéwnaniu do powszechnie stosowanych pestycydéw syntetycznych
(TBC, 2,4-D), co potwierdza ich potencjat jako bezpieczniejszych alternatyw

w zrownowazonej ochronie roslin.

Zastosowanie techniki LC-HRMS pozwala na identyfikacje¢ nieznanych dotad
produktow transformacji ksenobiotykow w organizmie modelowym, a analiza zmian ich
zawartosci w czasie umozliwia pelniejsza ocen¢ wywolanego przez nie skutku

biologicznego.

W probkach rzeczywistych produktow roslinnych, obcigzonych pozostatosciami
réznorodnych pestycydéw, mozliwe jest zidentyfikowanie zbioru potencjalnych
biomarkero6w narazenia, ktore tworza spdjny sygnat analityczny swiadczacy o ogdlnym

stresie metabolicznym, niezaleznym od rodzaju ksenobiotyku i matrycy roslinne;.
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Zadania badawcze

Weryfikacja powyzszych hipotez wymagata realizacji nastepujacych, precyzyjnie

zdefiniowanych przeze mnie zadan badawczych:

1.

Przeprowadzenie krytycznej analizy literatury, ktora pozwolila na okreslenie zadan
badawczych i1 ukierunkowanie prac eksperymentalnych. Wnioski z tych studiéw
literaturowych  zostaly wujete w formie dwoch opublikowanych — artykutow
przegladowych, stanowigcych teoretyczne podstawy rozprawy. Pierwszy z nich dotyczyt
potencjatu zjawiska allelopatii w rozwoju biopestycyddw, natomiast drugi zastosowania
zintegrowanych technik analitycznych w badaniach metabolomicznych nad wptywem

ksenobiotykow [P1, P2].

Opracowanie 1 walidacja zintegrowanego podej$cia analitycznego, taczacego
LC-MS/MS oraz wielowymiarowa analize danych, w celu ilo$ciowej oceny wplywu
wybranych lekow (NTBC, AMT, RMT) na metabolizm wtérny organizmu modelowego
(S. cerevisiae) |P3, P4].

Zastosowanie 1 rozszerzenie opracowanej metodyki, poprzez wiaczenie techniki
LC-HRMS, do przeprowadzenia porownawczej oceny wptywu pestycydow naturalnych
(HIN, UMB, SCOP) i syntetycznych (TBC, 2,4-D) na metabolizm zbdz (pszenica,
jeczmien) [P5].

Identyfikacja i charakterystyka strukturalna kluczowych produktéw transformacji
badanych pestycydow oraz endogennych biomarkerow efektu w tkankach roslinnych,
w celu poglebionego zrozumienia mechanizméw biochemicznych lezacych u podstaw

obserwowanej odpowiedzi metabolicznej [P5].

Weryfikacja skutecznosci i1 praktycznej uzytecznosci podejscia metabolomicznego jako
narzedzia do badan przesiewowych w kierunku narazenia na pestycydy, niezaleznych od
oznaczania pozostato$ci (ang. residue-independent screening), w rzeczywistych

prébkach roslin jadalnych.
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Uzasadnienie naukowe i znaczenie pracy

Uzasadnienie postawionych hipotez wynika z dotychczasowych doniesien naukowych oraz
wynikow badan wlasnych [P3-P5], ktore wskazuja, ze metabolizm wtdrny drozdzy i ro$lin jest
wrazliwy na dziatanie substancji egzogennych i ich metabolitow. Wykazatam, ze zaréwno leki,
jak i pestycydy syntetyczne oraz allelopatyki moga indukowaé zmiany m.in. w zawarto$ci amin
biogennych i aminokwaséw, co przektada si¢ na funkcjonowanie kluczowych szlakow
metabolicznych, odporno§¢ organizmu na stres oraz jako$¢ i bezpieczenstwo zywnosci.
Zastosowanie zaawansowanych technik analitycznych, takich jak LC-MS/MS i LC-HRMS,
oraz metod chemometrycznych umozliwia nie tylko detekcje tych zmian, ale takze ich ilosciowa
1 jakosciowa charakterystyke, co stanowi podstawe do identyfikacji biomarkerow narazenia
1oceny skutkow oddzialywania substancji egzogennych. Realizacja powyzszych zadan
badawczych 1 weryfikacja hipotez pozwolita na poglgbienie wiedzy o mechanizmach
odpowiedzi organizmow na ksenobiotyki, oceng bezpieczenstwa stosowania wybranych
substancji oraz rozwoj nowoczesnych narzgdzi analitycznych do oceny zmian metabolicznych
w kontekscie bezpieczenstwa zywnos$ci, toksykologii srodowiskowej 1 zrownowazonego

rolnictwa.
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Rozdzial 2. Przeglad literatury
2.1. Odpowiedz metaboliczna organizmow na stres ksenobiotyczny

2.1.1. Metabolizm wtorny drozdzy

Drozdze, a w szczegdlnosci gatunek Saccharomyces cerevisiae, naleza do najlepiej poznanych
1 najczesciej wykorzystywanych organizméw modelowych w biologii molekularnej, genetyce
oraz biotechnologii. Ich unikalna wartos¢ naukowa i aplikacyjna wynika z wyjatkowej prostoty
hodowli, krétkiego czasu generacji, fatwosci manipulacji genetycznej oraz wysokiego stopnia
podobienstwa podstawowych procesow komoérkowych wzgledem wyzszych eukariontow,
w tym czlowieka [9]. Organizmy te, pomimo swojej niewielkiej ztozonos$ci strukturalne;j,
odznaczaja si¢ wysokim stopniem konserwatyzmu wielu szlakow metabolicznych, co czyni je
wyjatkowo uzytecznymi w badaniach nad podstawowymi procesami komorkowymi, a takze

jako modele w badaniach toksykologicznych, farmakologicznych oraz metabolomicznych [10].

Ztozone szlaki metaboliczne oraz struktura komoérkowa drozdzy, obejmujaca zorganizowane
jadro i system organelli, umozliwiajg prowadzenie szczegélowych badan mechanizmoéw, ktore
w duze] mierze sg analogiczne do tych obserwowanych w komorkach ludzkich. Drozdze
wykazujg znaczacg zgodnos¢ genetyczng z czlowiekiem — szacuje si¢, ze niemal potowa ich
genOw posiada ortologi w genomie ludzkim, a wiele z nich moze by¢ funkcjonalnie
zastgpionych przez odpowiedniki wystepujace u Homo sapiens [9]. Calkowicie
zsekwencjonowany genom S. cerevisiae oraz zaawansowane narzedzia inzynierii genetycznej
umozliwiajg precyzyjne modyfikacje, w tym ekspresje genéw pochodzacych od innych
organizméw. Pozwala to na modelowanie oraz analize funkcji ludzkich biatek i szlakow

metabolicznych w prostym, kontrolowanym uktadzie eksperymentalnym [11].

Cho¢ drozdze nie sg klasycznymi producentami metabolitéw wtornych w takim zakresie jak
rosliny wyzsze, wykazuja zdolno$¢ do syntezy wybranych klas zwigzkéw wtoérnych, glownie
pochodnych aminokwasdéw aromatycznych oraz poliamin. Zwigzki te, cho¢ nie sa niezb¢dne do
podstawowego funkcjonowania komorki, petnig funkcje regulacyjne, sygnatowe, ochronne
1 adaptacyjne. Ich biosynteza czgsto zachodzi w odpowiedzi na zmienne warunki srodowiskowe
lub obecno$¢ czynnikéw stresowych. Podstawowa grupa metabolitow wtornych
produkowanych przez S. cerevisiae sa produkty degradacji aminokwas6w aromatycznych
L-fenyloalaniny (L-Phe), L-tyrozyny (L-Tyr) 1 L-tryptofanu (L-Trp) syntetyzowane w szlaku

kwasu szikimowego. Aminokwasy te ulegaja deaminacji, dekarboksylacji 1 redukcji w ramach
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tzw. szlaku Ehrlicha, prowadzacego do powstania alkoholi fuzlowych (np. fenyloetanolu,
tryptofolu). Niezaleznie, w wyniku bezposredniej dekarboksylacji aminokwasow
aromatycznych, moga roOwniez powstawa¢ aminy biogenne. Zwigzki te odgrywaja istotng role
w komunikacji chemicznej wewnatrz kolonii, wptywaja na dynamik¢ wzrostu populacji,

adaptacj¢ do stresu oraz rownowage redoks w komorce [12].

Druga wazng grupg zwiazkow zaliczanych do metabolitéw wtornych u drozdzy sa poliaminy,
zwlaszcza putrescyna, spermidyna i agmatyna. Pelnig one role w regulacji cyklu komérkowego,
stabilizacji struktur kwasow nukleinowych oraz ochronie komorki przed stresem oksydacyjnym
1 osmotycznym [13]. Ich obecnos$¢ jest czesto zwigzana z mechanizmami adaptacyjnymi, a nie
z podstawowymi funkcjami metabolicznymi, co uzasadnia zaliczenie ich do kategorii
metabolitow wtdrnych w ujeciu funkcjonalnym. W organizmach eukariotycznych, takich jak
drozdze, poliaminy stanowig takze czynniki modulujace ekspresje genow i1 aktywno$¢ enzymow
[14]. Z uwagi na wysoka homologicznos¢ wielu szlakow metabolicznych z organizmami
wyzszymi, S. cerevisiae jest powszechnie wykorzystywany jako organizm modelowy
w badaniach nad toksyczno$cig, bioaktywnosciag i1 metabolizmem substancji biologicznie
czynnych, w tym zwigzkow o potencjalnym zastosowaniu terapeutycznym. Szczegdlne
znaczenie maja tu badania nad wplywem lekéw na szlaki przemian aminokwasow
aromatycznych, ktore w licznych aspektach odzwierciedlaja procesy zachodzace w komodrkach
ludzkich [15]. Drozdze sa réwniez wykorzystywane jako platforma do ekspresji heterologiczne;j
gendéw roslinnych lub ludzkich, co umozliwia produkcje wybranych zwigzkow wtérnych oraz

ich modyfikacj¢ biotransformacyjna [16].

Badania przeprowadzone na modelu S. cerevisiae stanowily zatem fundamentalny etap
weryfikacji koncepcji metodologicznej rozprawy. Pozwolity one, w kontrolowanym
irelatywnie prostym systemie eukariotycznym, na opracowanie 1 walidacj¢ procedur
analitycznych oraz na potwierdzenie hipotezy, iz metabolity ksenobiotykdw moga wywieraé
silniejszy wplyw na endogenne szlaki biochemiczne niz zwigzki macierzyste. Jednakze, aby
w pelni zrealizowa¢ zadania badawcze okre§lone w pracy i odnies¢ wnioski do realnych
wyzwan z zakresu bezpieczenstwa zywnosci i rolnictwa, konieczne byto przeniesienie badan na
organizmy o wyzszym stopniu ztozonosci, ktorych metabolizm wtérny jest nieporownywalnie

bogatszy 1 odgrywa bezposrednig rol¢ w interakcjach ze srodowiskiem. Wybor roslin wyzszych
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jako kolejnego obiektu badan byt zatem naturalnym 1 logicznym krokiem w przyjetym,

progresywnym toku badawczym.
2.1.2. Metabolizm wtorny roslin

Metabolizm wtdérny roslin stanowi niezwykle zlozony i dynamiczny system biochemiczny,
bedacy rezultatem ewolucyjnej adaptacji do zmiennych warunkéw srodowiskowych oraz presji
biotycznych i abiotycznych. W przeciwienstwie do metabolizmu pierwotnego, ktory obejmuje
procesy niezbedne do wzrostu 1 rozwoju, metabolizm wtérny generuje ogromng réznorodnosé
zwiazkow chemicznych, ktore peinig istotne funkcje w interakcjach roslin ze srodowiskiem,
ochronie przed patogenami i roslinozercami, a takze w regulacji procesOw rozwojowych
1 sygnalizacyjnych [17]. Jak szeroko omowitam w publikacji przegladowej [P1], bedace;j
czgscig niniejszego cyklu rozprawy, metabolity wtérne maja fundamentalne znaczenie nie tylko
jako efektory oddziatywan ekologicznych, lecz takze jako regulatory procesow fizjologicznych
i adaptacyjnych, warunkujacych sukces ewolucyjny roslin. Glebokie poznanie tych
mechanizmow stanowi warunek sine qua non dla rozwoju ekologicznych alternatyw wobec
syntetycznych $rodkow ochrony roslin, a potrzeba syntezy wiedzy w tym obszarze stata si¢

bezposrednig inspiracja dla przygotowania tej publikacji przegladowe;.

Biosynteza metabolitow wtornych opiera si¢ na wyspecjalizowanych szlakach, ktore wywodza
si¢ z centralnych procesow pierwotnych, takich jak glikoliza, cykl kwasu cytrynowego oraz
szlak pentozofosforanowy. Szczegélne znaczenie maja tu trzy gléwne $ciezki: szlak kwasu
szikimowego (prowadzacy do aminokwaséw aromatycznych i fenylopropanoidow), dwa szlaki
prowadzace do izoprenoidow — mewalonianowy oraz metyloerytrytolo-fosforanowy — a takze
szlaki metabolizmu kwasow ttuszczowych [18]. Produkty tych $ciezek stanowig substraty do
syntezy gléwnych klas metabolitow wtornych, takich jak fenole (m.in. flawonoidy, taniny),
terpenoidy (m.in. monoterpeny, karotenoidy) oraz alkaloidy [19]. Systematyczng klasyfikacje
tych grup zwigzkéw, ze szczegdlnym uwzglednieniem ich potencjatu jako naturalnych
bioherbicydow, szczegblowo przedstawitam w publikacji przegladowej [P1]. Ztozono$¢
1 r6znorodno$¢ metabolizmu wtérnego wynika z ewolucyjnej plastycznosci genéw kodujacych
enzymy tych szlakéw oraz z precyzyjnych, wielopoziomowych mechanizmoéw regulacji, ktore
obejmujg poziom transkrypcyjny, gdzie decydujaca role odgrywaja rodziny czynnikow
transkrypcyjnych, a takze sygnalizacja hormonalna [20]. Hormony ro$linne, takie jak kwas

jasmonowy, kwas salicylowy 1 etylen, odgrywaja istotng role w sieciach sygnatowych,
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ktore integruja bodzce srodowiskowe, co indukuje ekspresje genow obronnych i umozliwia
roslinom szybkie reagowanie na stres [21]. Jak wskazano w pracy przegladowej [P1], czynniki
stresowe, zaroOwno biotyczne, jak i abiotyczne, czesto poteguja synteze tych zwigzkow, co jest

mechanizmem o duzym potencjale aplikacyjnym w rolnictwie.

Funkcje metabolitow wtornych sg niezwykle szerokie, a ich gtownym zadaniem jest obrona
ro§liny przed niekorzystnymi biotycznymi 1 abiotycznymi czynnikami zewnetrznymi.
W uprawach zbdz takich jak pszenica i jeczmien, stanowigcych fundament globalnego
bezpieczenstwa zywnosciowego, za pierwsza lini¢ obrony przed patogenami i owadami
odpowiadajag m.in. benzoksazynoidy oraz alkaloidy indolowe [22]. Z kolei liczne terpenoidy
(np. mentol, limonen, karwakrol) wykazuja silne wlasciwosci antybakteryjne
1 przeciwgrzybicze, modulujac jednoczesnie szlaki odpornosciowe. Zwiazki fenolowe, takie jak
flawonoidy, chronig tkanki przed szkodliwym promieniowaniem UV, co stanowi forme
naturalnej fotoprotekcji [23]. Druga fundamentalng rolg metabolitéw wtornych jest
komunikacja chemiczna i oddzialywania miedzygatunkowe. Szczegoélnie istotnym aspektem
jest tu allelopatia — zdolno$¢ roslin do wytwarzania 1 uwalniania do srodowiska zwigzkow
chemicznych wptywajacych na wzrost i rozwo6j innych organizmow. Zwigzki allelopatyczne,
takie jak kumaryny (np. UMB, SCOP) oraz fenolokwasy, moga hamowac¢ kietkowanie 1 wzrost
roslin konkurencyjnych poprzez generowanie stresu oksydacyjnego oraz zaburzanie transportu
hormonow [24]. Potencjat aplikacyjny tych zwigzkéw jako naturalnych bioherbicydow
szczegotowo omodwilam w publikacji przegladowej [P1], bedacej czescig cyklu rozprawy.
W publikacji tej scharakteryzowatam mechanizmy dziatania allelochemikaliow, ich wptyw na
fizjologi¢ roslin konkurencyjnych, a takze wyzwania zwigzane z ich praktycznym
wykorzystaniem, takie jak ich stabilno$¢, specyficznos¢ dzialania oraz interakcje

z mikrobiomem glebowym.

Wspoélczesne badania nad metabolizmem wtornym roslin wykorzystuja zaawansowane
narzgdzia genomiki, transkryptomiki, proteomiki 1 metabolomiki. Integracja danych
uzyskanych za pomoca tych narzedzi pozwala na kompleksowa analiz¢ profili metabolicznych,
identyfikacj¢ nowych szlakéw biosyntezy oraz zrozumienie ztozonych mechanizmow
regulacyjnych [25]. Jak podsumowatam w publikacji [P1], zastosowanie tych nowoczesnych
technik, a takze narzedzi biotechnologicznych i bioinformatycznych, jest niezbedne do pelnego

wykorzystania potencjatu allelopatii w uprawie roslin i projektowaniu nowych, ekologicznych
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strategii  zarzadzania agrosystemami. Zrozumienie tych ztozonych, dynamicznych
mechanizméw ma fundamentalne znaczenie nie tylko dla nauk podstawowych, ale takze dla
rozwoju innowacyjnych strategii w zrownowazonym rolnictwie, ochronie $rodowiska oraz

biotechnologii, umozliwiajac projektowanie roslin o pozadanych cechach uzytkowych.

2.2. Metabolity wtorne jako biomarkery narazenia
Intensyfikacja wspolczesnej produkcji rolnej, zwlaszcza w zakresie upraw o strategicznym
znaczeniu zywnosciowym, takich jak zboza, jest nierozerwalnie zwigzana z masowym
stosowaniem pestycydow. Petna ocena skali zagrozenia chemicznego, jakie niosg te praktyki,
wykracza jednak dalece poza ramy rutynowego monitoringu samych substancji aktywnych.
Po wprowadzeniu do agroekosystemu, substancje te podlegaja zlozonym kaskadom przemian
biotycznych 1 abiotycznych, generujac szerokie spektrum produktow transformacji, ktore
nierzadko charakteryzuja si¢ wyzsza toksyczno$cia, podwyzszong trwaloscia lub wigksza
mobilno$cig niz zwigzki macierzyste [26,27]. Akumulacja tych produktow transformacji, czesto
dotad niezidentyfikowanych i niekontrolowanych, w jadalnych czg$ciach roslin stanowi

fundamentalne wyzwanie dla obowigzujacych systemow oceny ryzyka.

W odpowiedzi na presj¢ chemiczng wywotang przez pestycydy i1 ich metabolity, organizmy
roslinne  uruchamiajg  zlozone mechanizmy adaptacyjne, ktérych precyzyjnym
odzwierciedleniem sa dynamiczne zmiany w profilu metabolitéw wtdrnych. Jak szczegdétowo
opisatam w publikacji [P2], wchodzacej w monotematyczny cykl rozprawy, zmiany te stanowig
czule 1 wiarygodne zrddlo informacji o skali i charakterze presji chemicznej, pozwalajac na
ocene skutkow narazenia. Zwiazki te pelnig dwoistg funkcje: z jednej strony jako integralne
elementy endogennych systemow detoksykacji, aktywnie uczestnicza w neutralizacji
reaktywnych form tlenu oraz w procesach sprzegania i unieszkodliwiania ksenobiotykow.
Z drugiej za$ strony, unikalny wzorzec zmian w ich profilu ilosciowym i jakosciowym staje sie
swoistym biochemicznym ,,odciskiem palca” narazenia. Ten mierzalny wzorzec metaboliczny
umozliwia identyfikacje specyficznych biomarkeréw charakterystycznych dla danej substancji
lub klasy zwiazkow [28]. Zgodnie z definicja Swiatowej Organizacji Zdrowia (ang. World
Health Organization, WHO), biomarkery sa wskaznikami zmian, jakie moga zachodzi¢
w uktadach biologicznych w wyniku oddziatywania réznych czynnikow szkodliwych,

mogacych mie¢ charakter chemiczny, fizyczny lub biologiczny [29].
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Wspomniane biomarkery mozna sklasyfikowa¢ na podstawie mechanizmu ich genezy. Pierwsza
grupg¢ stanowig biomarkery ekspozycji — bezposrednie produkty biotransformacji ksenobiotyku
(np. jego hydroksylowane pochodne lub koniugaty z glutationem), ktorych obecno$¢
jednoznacznie dowodzi narazenia. Drugg kategori¢ tworza biomarkery efektu, czesto uznawane
za cenniejsze z perspektywy oceny stanu fizjologicznego rosliny [30]. Sa to endogenne
metabolity, ktorych profil stezen ulega charakterystycznym zmianom w odpowiedzi na stres.
W przypadku zbdz, takich jak pszenica i1 jeczmien, ekspozycja na pestycydy syntetyczne
prowadzi do istotnych zmian w profilu fenylopropanoidéw, flawonoidow (np. apigeniny)
1 benzoksazynoidow [18,31,32]. Mechanizmy lezace u podstaw tych zmian moga by¢ zwigzane
z dziataniem pestycydéw na kluczowe enzymy, takie jak cytochrom P450, uczestniczace
zardbwno w detoksykacji, jak 1 biosyntezie wspomnianych metabolitéw wtérnych [30]. Petna
interpretacja zmian w profilu metabolicznym wymaga uwzglednienia ich dynamiki czasowej
oraz zlozonych mechanizmoéw regulacyjnych. OdpowiedZ metaboliczna moze mie¢ charakter
ostry (zmiany wykrywalne w ciggu godzin) lub chroniczny, odzwierciedlajac diugotrwate
narazenie na niskie stezenia, co moze prowadzi¢ do trwatych zmian w ekspresji genéw [33].
Proces ten jest kontrolowany na wielu poziomach, w tym poprzez czynniki transkrypcyjne oraz
sie¢ sygnalizacji hormonalnej (m.in. kwasu salicylowego i1 jasmonowego), gdzie sygnaty

stresowe sg integrowane, prowadzac do powstania ztozonych wzorcéw metabolicznych [34].

2.3. Zaawansowane strategie analityczne w badaniach metabolomicznych
Metabolom, jako dynamiczny zbior wszystkich zwigzkéw matoczasteczkowych, stanowi
chemiczne odzwierciedlenie aktualnego stanu fizjologicznego lub patologicznego organizmu,
ajego badanie dostarcza kluczowych informacji o zachodzacych w nim procesach
biochemicznych. Jednakze wysoka zlozono$¢ matrycy oraz szeroki zakres stezen
poszczegdlnych zwigzkow sprawiajg, ze jednoczesna identyfikacja i oznaczenie wszystkich
sktadnikow metabolomu w ramach jednej analizy jest w praktyce niemozliwe. Analiza
ztozonych zalezno$ci metabolicznych wymaga zastosowania zaawansowanych strategii
analitycznych, ktoére wyksztalcily si¢ w dwa gléwne, komplementarne podejscia
metabolomiczne — analize celowang i niecelowang [35]. Zasadnicze roéznice w zalozeniach,

metodyce i1 zakresie uzyskiwanej informacji dla obu tych podej$¢ przedstawitam na Rysunku 1.
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Cel badawczy
i hipoteza

Przygotowanie
prébki

Analiza
instrumentalna

Przetwarzanie
danych

Opracowanie
wynikow

Identyfikacja
i interpretacja

Kontrola
jakosci

Rysunek 1. Porownanie dwoch gtownych strategii analitycznych stosowanych w badaniach metabolomicznych.

Analiza celowana

Analiza niecelowana

Oznaczenie ograniczonej liczby wczesniej
zdefiniowanych metabolitow.
Stuzy do weryfikacji konkretnych hipotez
badawczych.

Procedury ekstrakcji zoptymalizowane dla
konkretnych analitow.
Czesto obejmuja ekstrakcje do fazy statej (SPE),
derywatyzacje lub hydroliz¢ w celu maksymalizacji
odzysku analitéw.

Wykorzystanie tandemowego spektrometru mas
(MS/MS), najczesciej z analizatorem typu potréjny
kwadrupol (QqQ). Analiza prowadzona jest w trybie
monitorowania reakcji wielokrotnych (MRM), co
zapewnia najwyzsza czulo$¢ i selektywno$é.

Proces zautomatyzowany, oparty na integracji pikow
chromatograficznych i oznaczanie z uzyciem
krzywych kalibracyjnych. Oprogramowanie jest
zoptymalizowane pod katem analizy ilosciowe;.

Stosunkowo prosta analiza statystyczna
(np. testy 7-Studenta, ANOVA) w celu poréwnania
stgzen migdzy grupami.

Identyfikacja jest jednoznaczna, oparta na
poréwnaniu czasu retencji i widma fragmentacyjnego
analitu z certyfikowanym wzorcem analitycznym.

Rygorystyczna walidacja metody analitycznej
zgodnie z miedzynarodowymi wytycznymi
(np. wyznaczenie LOD, LOQ, liniowosci, precyzji,
doktadnosci).

Globalne, kompleksowe profilowanie metabolomu
w celu odkrywania nowych biomarkerow
i generowania hipotez. Celem jest uzyskanie
,,metabolicznego odcisku palca”.

Procedury uniwersalne, majace na celu ekstrakcj¢ jak
najszerszego spektrum zwiazkow o réznej polarnoscei,
np. przy uzyciu mieszanin metanolu, acetonitrylu,
wody.

Zastosowanie spektrometru mas wysoKkiej
rozdzielczosci (HRMS), np. z analizatorem czasu
przelotu lub putapka jonowa, w trybie pelnego
skanowania mas. Pozwala to na akwizycje
kompleksowych danych i doktadny pomiar masy
jonow.

Z}ozony proces obliczeniowy wymagajacy
specjalistycznego oprogramowania. Obejmuje
konwersje¢ surowych danych, detekcje cech (pikow),
wyréwnanie czasow retencji i dekonwolucje
sygnalow.

Zaawansowana wielowymiarowa analiza
statystyczna (PCA, PLS-DA, OPLS-DA) w celu
identyfikacji wzorcow i cech rdznicujacych grupy

badawcze.

Identyfikacja jest wyzwaniem i czgsto ma charakter
domniemany (ang. putative). Poszukiwanie wzoru
strukturalnego zwigzku w bazach danych.

Kluczowe jest monitorowanie stabilnosci systemu
(probki QC), identyfikacja sktadnikow
przeszkadzajacych (probki slepe) oraz walidacja
modeli statystycznych w celu uniknigcia
nadmiernego dopasowania.
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Jak szczegbtowo przeanalizowalam w publikacji [P2], wchodzacej w sktad monotematycznego
cyklu niniejszej rozprawy, obie strategie sg komplementarne 1 oferujg rozne perspektywy
badawcze — od oznaczenia znanych zwigzkéw po odkrywanie nowych biomarkeréw
1 nieoczekiwanych zmian metabolicznych. Celowana analiza metabolomiczna (ang. metabolite
target analysis) dotyczy z gory zdefiniowanej grupy zwigzkow i koncentruje si¢ na ich
oznaczeniu, co pozwala na szczegétowe monitorowanie dynamiki zmian w wybranych, znanych
szlakach metabolicznych [36]. Analiza ta jest ukierunkowana na konkretne pytania badawcze
1 moze dostarczy¢ szczegdlowych informacji na temat zmian metabolicznych w okreslonych
warunkach, poniewaz polega na wyznaczeniu $cistych poziomow stezen istotnych metabolitow
biorgcych udzial w konkretnych przemianach biochemicznych. Ponadto, pozwala na
porownanie otrzymanych warto$ci stezen z wynikami uzyskiwanymi w innych badaniach, badz
z wynikami uznanymi za wartosci referencyjne [29]. Jest to podejscie kluczowe z perspektywy
oceny ryzyka toksykologicznego i srodowiskowego, gdyz pozwala na weryfikacje czy stgzenie
ksenobiotykéw w badanych matrycach nie przekracza ustalonych norm bezpieczenstwa. Mimo
swej niezawodno$ci i dobrze zdefiniowanych procedur walidacyjnych, fundamentalnym
ograniczeniem tego typu analiz jest fakt, ze uzyskuje si¢ informacje wylacznie o zwigzkach
wczesniej uwzglednionych w metodzie, co uniemozliwia detekcje nieoczekiwanych

ksenobiotykéw 1 ich produktow transformacji [36].

W ramach celowanej analizy metabolomicznej mozna wyr6zni¢ profilowanie metaboliczne
(ang. metabolic profiling), ktéore polega na jednoczesnym oznaczaniu grupy zwigzkow
o podobnych wlasciwosciach fizykochemicznych, pochodzacych z tych samych szlakow
metabolicznych lub nalezacych do tej samej klasy biochemicznej (np. profilowanie
aminokwasow, kwasow tluszczowych, hormondéw roslinnych). Profilowanie to moze miec
charakter zaroéwno jako$ciowy jak 1 iloSciowy, zapewniajac szczegdtowy wglad w stan
konkretnych $ciezek metabolicznych [37]. Poszukiwanie biomarkeréw narazenia w tym
podej$ciu polega na poréwnaniu profili metabolicznych mig¢dzy grupa kontrolng a grupa
poddang narazeniu, co pozwala wskaza¢ istotne réznice pod wzgledem obecnosci, ilosci lub

proporcji wystepujacych metabolitow.

W odpowiedzi na ograniczenia analiz celowanych rozwini¢to podejscie analizy niecelowanej
(ang. non-targeted metabolomics analysis), ktore nie wymaga wstepnego definiowania analitow

1 ma na celu scharakteryzowanie jak najwigkszej liczby metabolitow wystepujacych w badanym

Strona 26 z 74



materiale [35]. Analiza niecelowana obejmuje dwa gtowne podejscia: metabolicznego odcisku
palca (ang. metabolic fingerprinting) oraz metabolicznego odcisku stopy (ang. metabolic
footprinting). Pierwsza strategia polega na analizie profilu endogennych metabolitow
wewnatrzkomorkowych i okreslaniu réznic migdzy badanymi grupami. Podejscie drugie opiera
si¢ na analizie metabolitow, ktore sa uwalniane z komorek lub organizmu do $rodowiska
zewnetrznego [29]. Metaboliczny odcisk palca to koncepcja globalna, ktérej celem nie jest
identyfikacja pojedynczych zwiazkow, ale uzyskanie unikalnego, calosciowego profilu
biochemicznego probki i poréwnywanie go miedzy grupami eksperymentalnymi, dlatego
wykonuje si¢ pelng analize¢ wszystkich zwigzkéw obecnych w badanym materiale [29].
Strategia ta pozwala na ocen¢ ogolnej odpowiedzi metabolicznej organizmu na dany czynnik,
na przyktad stres wywolany ksenobiotykiem. W rezultacie, fingerprinting prowadzi do odkrycia
nowych biomarkeréw narazenia lub efektu, ktore w istotny sposob charakteryzuja odpowiedz
organizmu na czynniki stresowe [38]. Analiza przesiewowa potencjalnych zwiazkéw (ang.
suspect screening) jest podej$ciem posrednim miedzy analiza celowang a w petni niecelowana,
ktorego celem jest identyfikacja w probce zwigzkow, ktdrych obecnosci mozna si¢ spodziewaé
na podstawie wczesniejszej wiedzy, lecz bez posiadania ich wzorcow analitycznych [26]. Lista
potencjalnych metabolitow jest tworzona w oparciu o specjalistyczne bazy danych, literature

oraz platformy bioinformatyczne, ktére przewiduja szlaki metaboliczne zwigzkow.

Niezaleznie od wybranej strategii, jej wiarygodno$¢ zalezy od rygorystycznej walidacji.
Oiledla analizy celowanej istniejg szczegotowe wytyczne, o tyle walidacja metod
niecelowanych jest procesem znacznie bardziej ztozonym i wcigz stanowi aktywny przedmiot
badan [39]. Ostatecznie, pelna ocena wptywu ksenobiotykow na systemy biologiczne wymaga
zintegrowanego podejscia, ktore synergicznie taczy precyzje iloSciowa analizy celowanej
z potencjalem eksploracyjnym analizy niecelowanej. Wybor konkretnej metodologii jest zawsze
kompromisem miedzy celami badawczymi a mozliwosciami sprzetowymi 1 wymaga
doglebnego zrozumienia potencjalu oraz ograniczen kazdej ze strategii analitycznych.
Jednoczes$nie, rozwdj nowoczesnych trybow akwizycji, takich jak akwizycja danych w trybie
niecelowanym do analizy celowanej (ang. non-target data acquisition for target analysis,
nDATA), ktore, jak opisalam w publikacji [P2], lacza zalety obu strategii w jednym
eksperymencie, otwiera nowe perspektywy w kompleksowej analizie prébek, doskonalac

proces badawczy [40].

Strona 27 z 74



2.4. Metodologia analityczna w badaniach metabolomicznych
Wdrozenie opisanych strategii analitycznych obejmuje sekwencje rygorystycznie
kontrolowanych etapow, ktore determinujg jakos¢ 1 wiarygodno$¢ koncowych wynikdw.
Jak przedstawitam w publikacji [P2], stanowiacej krytyczny przeglad tych metodologii, kazdy
z tych etapow — od pobrania probki, przez jej przygotowanie, az po analiz¢ instrumentalng
1 przetwarzanie danych — posiada swoje specyficzne wyzwania, ktorych przezwyciezenie jest
niezbedne dla sukcesu catego badania. Proces ten mozna podzieli¢ na trzy fundamentalne fazy:
1) projektowanie eksperymentu oraz zbieranie 1 przygotowanie materialu badawczego,
11) przygotowanie probek do analizy, przeprowadzenie analiz i akwizycja danych analitycznych
oraz iii) analiza bioinformatyczna i interpretacja wynikéw [29]. Podstawowym warunkiem
uzyskania rzetelnych danych jest staranne zaprojektowanie badania. Fundamentalne znaczenie
ma odpowiedni dobdr i charakterystyka grup badawczych (kontrolnej i narazonej). Precyzyjne
okreslenie i kontrola parametréw, takich jak np. w przypadku roslin odmiana lub genotyp, faza
rozwojowa, warunki wzrostu oraz organ, z ktérego pobierany jest material, pozwala na
minimalizacje¢ wplywu czynnikow zakldcajacych i naturalnej zmienno$ci biologicznej [37].
Roéwnie istotna jest standaryzacja procedur pobierania i przechowywania materiatu. Z uwagi na
dynamiczng natur¢ metabolomu, konieczne jest zapewnienie optymalnych i powtarzalnych
warunkéw, w tym natychmiastowe zatrzymanie procesow metabolicznych po pobraniu prébki
oraz minimalizacja liczby etapdw jej przygotowania, ktére moga prowadzi¢ do transformacji
analitow lub nienaturalnej aktywnos$ci enzymatycznej [41]. Dzigki temu obserwowane zmiany
w profilu metabolicznym mozna z wigksza pewnos$cig przypisa¢ oddzialywaniu badanego

ksenobiotyku.

W analizie celowanej niezbgednym elementem przygotowania probki jest ekstrakcja, ktorej
sposob wykonania ma istotny wplyw na jakos$¢ otrzymanych wynikow. Wybor metody
ekstrakcyjnej jest podyktowany witasciwosciami fizykochemicznymi oznaczanych zwigzkow
oraz koniecznos$cig eliminacji sktadnikow przeszkadzajacych w celu zwigkszenia czulo$ci
i specyficznosci analiz [37,42]. W tym podejéciu kluczowe jest osiagnigcie maksymalnej
wydajnosdci odzysku i powtarzalnosci dla z gory zdefiniowanej grupy analitéw, dlatego
procedury te sa czesto wieloetapowe i rygorystycznie walidowane. Do najczesciej stosowanych
w badaniach metabolomicznych technik ekstrakcyjnych naleza ekstrakcja ciecz-ciecz
(ang. liquid-liquid extraction, LLE), ekstrakcja do fazy statej (ang. solid phase extraction, SPE)

oraz mikroekstrakcja do fazy statej (ang. solid phase microextraction, SPME) [41].
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W analizie niecelowanej, dazacej do jak najszerszego pokrycia metabolomu, preferuje si¢
procedury o minimalnym stopniu ingerencji. Celem jest uniknigcie niezamierzonej utraty
potencjalnie istotnych metabolitow, aby uzyska¢ jak najbardziej reprezentatywny obraz stanu
metabolicznego probki. Procedura musi by¢ jednak dostosowana do rodzaju matrycy oraz
wykorzystywanej techniki analitycznej. Dla matryc bogatobialkowych niezbednym krokiem
jest deproteinacja, natomiast dla matryc o, z natury, niskiej zawartosci biatka i interferentow,
procedura moze by¢ uproszczona do homogenizacji, wirowania i rozcienczenia. Niezaleznie od
wybranej strategii, integralng cze$cig badan metabolomicznych jest rygorystyczna kontrola
jakosci. Kluczowym elementem tego procesu jest regularna analiza probek kontroli jakosci
(ang. Quality Control, QC), ktore najczesciej sg probkami zbiorczymi (ang. pooled samples),
przygotowanymi przez zmieszanie rownych objetosci wszystkich probek badanych. Ich analiza,
prowadzona w regularnych odstepach czasu w catej sekwencji, pozwala na monitorowanie
stabilnos$ci i powtarzalno$ci systemu analitycznego [39]. Uzupehieniem kontroli jako$ci jest
analiza probek Slepych (ang. blank samples), wérdd ktorych wyrdznia si¢ dwa glowne typy.
Proby $lepe proceduralne (ang. procedural blanks) to probki czystego rozpuszczalnika, ktore
przechodzg przez calg procedur¢ przygotowania, co umozliwia identyfikacj¢ potencjalnych
zrodet kontaminacji pochodzacych z odczynnikdw, materialdéw lub sprzetu laboratoryjnego.
Z kolei probki czystego rozpuszczalnika (ang. solvent blanks), wstrzykiwane bezposrednio do
systemu analitycznego, shuza do oceny czystosci samego ukladu pomiarowego oraz weryfikacji

ewentualnego przeniesienia analitu migdzy kolejnymi analizami (ang. carry-over) [39].

Po odpowiednim przygotowaniu, probki poddaje si¢ analizie instrumentalnej. Podstawowym
wymogiem stawianym technikom wykorzystywanym w wielowymiarowej analizie
metabolomu, jest zapewnienie wysokiej doktadnosci oraz selektywnos$ci oznaczen. Umozliwia
to rzetelng identyfikacje szerokiego spektrum czastek, w tym nieznanych, o zréznicowanych
wlasciwosciach  fizykochemicznych 1 masach czgsteczkowych [36]. W badaniach
metabolomicznych zastosowanie znajduja rozne techniki spektroskopowe, takie jak
magnetyczny rezonans jadrowy (ang. nuclear magnetic resonance, NMR), spektroskopia
Ramana oraz spektroskopia w podczerwieni z transformacjg Fouriera (ang. Fourier transform
infrared spectroscopy, FTIR), ktore taczone sg z technikami rozdzielczymi. Niemniej jednak,
jak potwierdza obszerna literatura naukowa, w ostatnich latach w badaniach metabolomicznych
dominuje stosowanie spektrometrii mas (ang. mass spectrometry, MS) gldéwnie w polaczeniu

LC lub z chromatografia gazowa (ang. gas chromatography, GC), a ich przewaga wynika
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z wysokiej czutosci 1 selektywnosci w odniesieniu do badanych analitow [43]. Obecnie
najczesciej taczy sie chromatografy ze spektrometrami mas roznych typow, ktore petnig role
detektorow. Wybor konfiguracji instrumentalnej — w tym Zrodta jonow, analizatora mas i trybu
akwizycji danych — jest $cisle uzalezniony od wilasciwos$ci fizykochemicznych analitow oraz
zatozonego celu badawczego [44]. Z chromatografem sprzgga si¢ jeden spektrometr lub dwa,
np. z analizatorem kwadrupolowym (Q) i czasu przelotu — LC-Q-TOF (ang. time-of-flight,
TOF). W wyniku polaczenia dwoch spektrometrow mas otrzymuje si¢ tandemowy spektrometr
mas, co umozliwia uzyskanie szczegdlnie wysokiej rozdzielczosci uktadu analitycznego.
W wielu potaczeniach z chromatografem stosuje si¢ spektrometry wysokorozdzielcze [29,43].
Wszechstronnos¢ tych technik, wynikajaca z szerokiego wyboru dostgpnych konfiguracji
instrumentalnych, zostata szczegélowo omowiona w pracy przegladowej [P2], wchodzacej do
monotematycznego cyklu rozprawy. W publikacji tej, na podstawie konkretnych przyktadow
literaturowych, scharakteryzowalam kluczowe elementy konfiguracji systeméw GC-MS
i LC-MS — w tym dobdér warunkéw chromatograficznych, rodzaje zrodet jondw i typy
analizatorow mas — w konteks$cie badan celowanych i niecelowanych w ztozonych matrycach

roslinnych.

W analizie celowanej najcz¢scie] wykorzystuje si¢ spektrometry mas typu potrdjny kwadrupol
(QqQ) pracujace w trybie monitorowania reakcji wielokrotnych (ang. multiple reaction
monitoring, MRM). Tryb ten polega na podwojnej filtracji masy — wyboru jonu
prekursorowego, jego fragmentacji i nastepnie selekcji charakterystycznego jonu produktu.
Zapewnia to wyjatkowa selektywnos¢ 1 czuto$¢, umozliwiajac oznaczenie analitow nawet przy
bardzo niskich stezeniach [44]. Natomiast w analizie niecelowanej mozna zastosowaé rozne
tryby akwizycji danych, ktore pozwalaja na szersze spojrzenie na metabolom, takie jak
skanowanie w pelnym zakresie mas (ang. full scan) oraz skany selektywne, polegajace na
obserwowaniu reakcji fragmentacji, w ktoérych powstaje obojetna czasteczka (ang. neutral loss,
NL) i/lub obserwowaniu jonéw macierzystych, z ktéorych powstaje wybrany fragment
(ang. precursor ion, P1). Szczeg6lne mozliwosci oferujg tu hybrydowe spektrometry mas, takie
jak systemy QTRAP, ktore tacza w sobie funkcjonalno$¢ potrojnego kwadrupola
(umozliwiajaca m.in. analizy w trybie MRM, PI oraz NL) z wysokoczutymi funkcjami
skanowania charakterystycznymi dla liniowej putapki jonowej (ang. linear ion trap, LIT), gdzie
funkcj¢ pulapki peni trzeci kwadrupol. Tryby pracy detektora dostepne w takich systemach to

wzmocnione MS (ang. enhanced MS, EMS), wzmocnione skanowanie jonow potomnych
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(ang. emhanced product ion, EPI), skanowanie w podwyzszonej rozdzielczosSci
(ang. emnhanced resolution, ER) oraz wzmocnione skanowanie jondw wielokrotnie
natadowanych (ang. enhanced multiple charge, EMC) [36]. Tryb EMS jest to tryb full scan,
w ktorym liniowa putapka jonowa jest wykorzystywana do akumulacji jonow wygenerowanych
przez zrodto jondw przed ich analiza, co prowadzi do znacznego wzmocnienia sygnatu
1 zwigkszenia czutosci. Chociaz EMS nie oferuje selektywnosci charakterystycznej dla MRM,
jego wysoka czuto$¢ w trybie pelnego skanu jest niezwykle cenna w analizach przesiewowych
1 umozliwia efektywne wykrycie maksymalnej liczby potencjalnych analitow w probce [44].
Tryb skanowania ER stuzy do pomiaru masy jonow z wyzsza doktadnoscig i umozliwia
okreslenie krotnos$ci tadunku jonu oraz umozliwia ocen¢ profilu izotopowego. Natomiast tryb
EPI moze by¢ wykorzystany do potwierdzenia tozsamosci wykrytych zwigzkow przez

interpretacj¢ widm fragmentacyjnych lub przez przeszukiwanie bibliotek widm [36]

W analizie niecelowanej kluczowe znaczenie maja tryby akwizycji danych. Jak przedstawitam
w publikacji [P2], ktora stanowi krytyczny przeglad tych metodologii, analitycy majg do
dyspozycji gtownie dwa podejscia: akwizycje zalezng od danych (ang. data-dependent
acquisition, DDA) oraz akwizycje¢ niezalezng od danych (ang. data-independent acquisition,
DIA). W trybie DDA spektrometr wykonuje najpierw szybki skan przegladowy (survey scan),
a nastepnie, w czasie rzeczywistym, wybiera jony o najwyzszej intensywnosci 1 poddaje je
fragmentacji w celu uzyskania widm fragmentacyjnych [40]. W systemach hybrydowych, takich
jak QTRAP, zastosowanie takiego podej$cia pozwala na taczenie roznych trybow pracy.
Przyktadowo skan przegladowy wykonywany w trybie putapki jonowej (np. EMS) lub
potrojnego kwadrupola (np. skan PI) jest automatycznie przetaczany na skan fragmentacyjny
LIT dla wybranych jonow. Jest to tryb wysoce selektywny, jednak jego gtdownym ograniczeniem
jest ryzyko pomini¢cia zwigzkow o nizszej intensywnosci. Z kolei w trybie DIA fragmentacji
poddawane sa wszystkie jony w okreslonym zakresie mas, co pozwala na zebranie
kompletnego, nieselektywnego obrazu fragmentacyjnego probki, cho¢ kosztem generowania

bardzo zlozonych widm [45].

Niezaleznie od wybranego trybu, analiza niecelowana generuje ogromne ilosci danych, ktoérych
przetwarzanie stanowi fundamentalne wyzwanie. Konieczna jest selekcja istotnych sygnatow,
co mozna 0siggna¢ na dwa sposoby. Pierwszy polega na redukcji danych juz na etapie akwizycji,

poprzez staranne zdefiniowanie kryteriow dla trybu DDA/DIA, takich jak zakres
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rejestrowanych mas, progowa intensywnos¢ sygnatu wymagana do uruchomienia fragmentacji,
a takze tolerancja masy [45]. Nalezy przy tym pami¢taé, ze na koncowa liczbe i rodzaj
wykrytych zwigzkow wplywa szereg czynnikow, w tym rodzaj matrycy, warunki przygotowania
1 pH probki, parametry chromatograficzne oraz wybrany tryb jonizacji i pracy detektora [35].
We wspomnianej publikacji doglebnie przeanalizowatam zalety, wady oraz komplementarne
zastosowania obu trybow akwizycji, podkreslajac, ze ich wiasciwy doboér zalezy od ztozonosci
probki i1 celow badania. Przykladem praktycznego zastosowania podej$¢ niecelowanych jest
zestawienie zawarte w Tabeli 3 tejze publikacji. Usystematyzowalam tam liczne przyklady
badan, w ktorych oceniano wptyw réznorodnych pestycydow na metabolizm roslin jadalnych,
opisujac dla kazdego przypadku metode ekstrakcji, warunki analizy i zastosowane modele
chemometryczne, a takze wskazano kluczowe markery metaboliczne i1 szlaki biochemiczne,

ktére ulegly zmianie pod wptywem danego zwiazku [P2].

2.5. Chemometria w analizie metabolomicznej
Rosngca  zlozonos¢ 1 wielowymiarowo$¢ danych generowanych w  badaniach
metabolomicznych, zwlaszcza przy uzyciu technik opartych na spektrometrii mas, wprowadza
koniecznos¢ zastosowania zaawansowanych narzedzi chemometrycznych
1 bioinformatycznych. Chemometria, wedlug definicji podanej przez International
Chemometrics Society, jest dyscypling chemii w ktorej stosuje si¢ metody statystyki,
matematyki 1 inne wykorzystujace logik¢ formalng do i) oceny i interpretacji danych
chemicznych (analitycznych), ii) optymalizacji i modelowania procesow i eksperymentow
chemicznych oraz iii) wydobycia mozliwie najwigkszej ilosci informacji z danych
eksperymentalnych [46,47]. Algorytmy wielowymiarowej eksploracji danych cechuje
roznorodnos¢, a podstawowe problemy, jakie mozna rozwigzywac przy ich pomocy, to m.in.
wyszukiwanie wzorcow 1 trendow, klasyfikacja obiektow, badanie ich podobienstwa oraz
redukcja wymiarowosci cech je opisujacych. Prowadzi to do powstawania modeli
matematycznych reprezentujagcych obiekty, na podstawie ktérych mozna je grupowac,
prognozowac ich nowe wartosci zmiennych, a takze optymalizowac i kontrolowa¢ warunki

jakie na nie wptywaja [47].

W kontekscie poszukiwania efektow narazenia organizméw zywych na ksenobiotyki narzedzia
chemometryczne z jednej strony umozliwiajg identyfikacj¢ pojedynczych metabolitow, ktorych

stezenie ulega istotnym zmianom, z drugiej za§ pozwalaja na odkrywanie i modelowanie
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globalnych wzorcow odpowiedzi metabolicznej organizmu na stres chemiczny. Specyfika
danych metabolomicznych, w tym wysoka wymiarowo$¢ (liczba zmiennych znacznie
przewyzszajaca liczbe probek) oraz obecno$¢ zmiennosci technicznej i biologicznej, narzuca
konieczno$¢ wstepnej obrobki danych (ang. preprocessing). Wstepne etapy analizy
chemometrycznej obejmuja odszumianie (ang. denoising), naktadanie sygnatow (ang. warping),
filtrowanie linii podstawowej (ang. baseline filtering), normalizacje sygnaléw (czasem
nazywang standaryzacja), centrowanie (ang. centering) oraz skalowanie (ang. scaling) [46,47].
Te procedury maja na celu minimalizacj¢ niepozadanej wariancji 1 przygotowanie danych do

dalszych, bardziej zaawansowanych analiz statystycznych.

Wigkszo§¢ metod chemometrycznych mozna zaliczy¢ do metod uczenia maszynowego
(ang. machine learning), w wyniku ktérych powstaje model chemometryczny, bedacy
nauczonym (dopasowanym do danych) wynikiem dziatania algorytmu. Metody te dzielg si¢ na
metody uczenia z nadzorem (ang. supervised methods) 1 bez nadzoru (ang. unsupervised
methods) [48]. Analiza glownych sktadowych, zwana rowniez analiza czynnikéw gtownych
(ang. principal component analysis, PCA), jest najczesciej stosowang metoda analizy danych
bez nadzoru, wylgcznie na podstawie wariancji [48]. Ta metoda analizy czynnikowej poprzez
redukcje wymiarowosci, pozwala na wizualizacj¢ naturalnej struktury danych, identyfikacje
potencjalnych grup, wykrycie probek odstajacych oraz ocene ogdlnej jakosci zbioru danych.
Stanowi ona cenne narzg¢dzie do wstepnej oceny, czy narazenie na okreslone ksenobiotyki jest

na tyle silnym czynnikiem, by samodzielnie wyjasni¢ zmienno$¢ w danych [37].

W celu identyfikacji zmiennych (metabolitéw) odpowiedzialnych za réznicowanie grup,
wykorzystuje si¢ metody nadzorowane, ktore uwzgledniaja z goéry znang informacje
o przynaleznosci probek do klas (np. grupa kontrolna kontra grupa narazona). Jak
przedstawilam w publikacji przegladowej stanowiacej cze$¢ niniejszej rozprawy [P2],
najczesciej stosowanymi metodami s3 analiza najmniejszych kwadratow z analiza
dyskryminacyjna (ang. partial least squares discriminant analysis, PLS-DA) oraz jej
ortogonalny wariant (ang. orthogonal partial least square, OPLS-DA). Metody te modeluja
zalezno$ci miedzy profilem metabolicznym a przynaleznoscia do grupy, maksymalizujac
separacj¢ migdzygrupowa. W szczegdlnosci OPLS-DA, poprzez oddzielenie wariancji
skorelowanej z przynalezno$cig grupowa od wariancji ortogonalnej, pozwala na budowe

bardziej przejrzystych modeli. Kluczowym narzgdziem interpretacyjnym w tych modelach sg
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wskazniki istotno$ci zmiennej w projekcji (ang. variable importance in projection, VIP), ktore

okreslajg wktad poszczegdlnych metabolitow w obserwowang separacje [49].

W praktyce podczas tworzenia modeli chemometrycznych niezbgdna jest ich walidacja oraz
ocena rzeczywistej zdolnosci predykcyjnej, co jest odrgbnym zagadnieniem od samego
dopasowania do danych. Ocena ta przeprowadzana jest na reprezentatywnej grupie probek
walidacyjnych o znanych parametrach. Doboru takiego zestawu mozna dokona¢ za pomoca
algorytmow, np. Kennarda-Stone'a, ktére wybieraja okre$long liczbe jak najbardziej
zroznicowanych 1 reprezentatywnych probek do testow walidacyjnych. Porownujac sredni btad
miedzy warto$ciami rzeczywistymi a przewidywaniami modelu, okre$la si¢, czy spetnione sa
kryteria zdolnosci predykcyjnej [50]. Model osigga najwyzsza zdolnos¢ predykcyjna przy
optymalnej kompleksowosci, ktéra eliminuje zarowno niedouczonos$¢ (ang. underfitted), jak
i nadmierne dopasowanie (ang. overfitted). Optymalny stopien ztozono$ci ustala si¢ podczas
uczenia poprzez walidacje krzyzowa (ang. cross-validation) [51]. Dla roznych stopni ztozonosci
tworzone s3 modele, w ktorych kolejno wyklucza si¢ jedng lub kilka obserwacji (np. metoda
leave-one-out), nastgpnie przewiduje te pominigte wartosci, powtarzajac proces iteracyjnie.
Jako optymalng przyjmuje si¢ kompleksowos¢, dla ktorej btad walidacji krzyzowej jest

minimalny [48].

Ostateczna selekcja kandydatow na biomarkery rzadko opiera si¢ jednak wylacznie na
wskaznikach z modeli wielowymiarowych. W celu zapewnienia najwyzszej rzetelnos$ci
statystycznej, stosuje si¢ komplementarne podejscie, faczace analize wielowymiarowa z analizg
jednowymiarowg. Dla kazdej zmiennej, wskazanej wstepnie przez wysoki wskaznik VIP,
oblicza si¢ istotnos$¢ statystyczna, wyrazong jako warto$¢ p (p-value), najczesciej przy uzyciu
analizy wariancji (ANOVA) z uwzglednieniem korekty na testowanie wielokrotne, takiej jak
kontrola wspoétczynnika falszywych odkry¢ (ang. false discovery rate, FDR) [38].
Rownoczesnie ocenia si¢ istotno$¢ biologiczng, czyli wielko$¢ zmiany, okreslang za pomoca
wspotczynnika krotnosci zmiany (ang. fold change, FC). Dopiero metabolity, ktore
jednoczesnie spetniaja kryteria obu tych podejs¢ (np. VIP>1, p-value<0,05 oraz |[FC[>1.5), s
klasyfikowane jako metabolity o zrdéznicowanej zawartosci (ang. differentially abundant
metabolites, DAMs) i poddawane dalszej interpretacji [52]. Po zidentyfikowaniu statystycznie
istotnych DAMs, kolejnym krokiem jest ich interpretacja biologiczna. Wykorzystuje si¢ tu

narz¢dzia do analizy wzbogacania szlakow metabolicznych, ktore przyporzadkowuja
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zidentyfikowane zwiazki do znanych szlakéw biochemicznych, np. z bazy danych Encyklopedii
Genow 1 Genoméw z Kioto (ang. Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes, KEGG),
pozwalajac na przejscie od listy pojedynczych metabolitow do zrozumienia, ktore procesy
fizjologiczne zostaly najsilniej zaburzone. Uzupelnieniem tej analizy jest badanie sieci korelacji
metabolicznych, ktoére wizualizuje powigzania miedzy zwigzkami, umozliwiajac identyfikacje
wspotregulowanych moduldw metabolicznych oraz kluczowych weztéw (ang. hubs),

odgrywajacych centralng rolg w odpowiedzi na stres [43].

Mozliwosci wspoiczesnej chemometrii wykraczajg jednak poza wymienione metody,
obejmujgc zaawansowane techniki z zakresu eksploracji danych, jak chocby te najbardziej
znane: przetwarzanie sygnatow, sieci neuronowe, uczenie maszynowe, drzewa decyzyjne,
grupowanie hierarchiczne [47]. Pozwalaja one na budowe modeli predykcyjnych, ktére moga
nie tylko klasyfikowa¢ probki, ale réwniez przewidywac stopien odpowiedzi biologicznej na
podstawie profilu metabolicznego. Waznym kierunkiem rozwoju jest takze integracja danych
wielo-omicznych, taczaca metabolomike z danymi na poziomie genomu, transkryptomu oraz
proteomu [46]. PodejScia te stwarzaja mozliwos¢ identyfikacji zltozonych powigzan
przyczynowo-skutkowych, od zmian w ekspresji genow, przez modyfikacje w puli bialek, az po
finalne perturbacje metaboliczne, co jest szczegdlnie wartosciowe w odkrywaniu biomarkerow
o najwyzsze] specyficznosci [38]. Caly ten zloZzony proces przetwarzania wynikéw, od
surowych danych instrumentalnych po biologiczng interpretacj¢, jest wspierane przez
zintegrowane platformy bioinformatyczne, takie jak MS-DIAL, MZmine oraz MetaboAnalyst
[43]. Te narzedzia integruja algorytmy detekcji pikow, wyréwnywania czaséw retencji,
identyfikacji metabolitéw oraz analizy statystycznej, zapewniajac standaryzowane
1 powtarzalne schematy postgpowania analitycznego. Wykorzystanie takich platform jest
szczegoblnie istotne w kontekscie poréwnywalnosci wynikow miedzy réznymi laboratoriami
oraz zapewnienia zgodno$ci z wytycznymi dotyczacymi jako$ci danych metabolomicznych

[46].
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Rozdzial 3. Omoéwienie wynikéw badan wlasnych

Niniejszy rozdziat przedstawia omodwienie najwazniejszych wynikow badan, ktore
zrealizowatam w ramach nowatorsko zaprojektowanej, wieloetapowej strategii badawczej,
przedstawionej w publikacjach wchodzacych w skfad tego monotematycznego cyklu. Jej
unikalna konstrukcja opierala si¢ na metodycznej, wieloetapowej progresji, ktorej celem byto
stopniowe rozszerzanie zakresu analitycznego — od weryfikacji fundamentalnych hipotez
w prostych uktadach modelowych, az po ich walidacje w ztozonych matrycach ros$lin jadalnych.
Te ewolucje analityczng zilustrowalam na Rysunku 2, przedstawiajacy przyporzadkowanie
oznaczanych zwigzkow do szlakow metabolicznych z bazy danych KEGG. Punktem wyjscia
byta celowana analiza aminokwasdéw aromatycznych i powigzanych z nimi amin biogennych
(Zestaw I, punkty zotte). Nastepnie, w badaniach nad biopestycydami, zbior ten zostal znaczaco
poszerzony o metabolity skopoletyny i1 umbeliferonu (Zestaw II, punkty czerwone).
W koncowym etapie pracy przeprowadzitam kompleksowe profilowanie metaboliczne, w tym
celu ponownie rozszerzajac zakres badan o dodatkowe aminokwasy (Zestaw III, punkty
niebieskie). Uzyskane w ten sposob obszerne dane z analizy celowanej i niecelowanej poddatam
rygorystycznej analizie chemometrycznej, co pozwolito mi zidentyfikowa¢ panel 15
biomarkerow narazenia roslin jadalnych na pestycydy (Zestaw III). W kolejnych podrozdziatach
omoOwitam i zinterpretowatam wyniki uzyskane w ramach kazdego z tych etapéw, odnoszac je

do glownej tezy rozprawy.
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giberelina A4

hydrangenol

kwas indolilo-3-octowy
izoskopoletyna

kwas oleinowy

kwas palmitynowy

kwas chininowy

kwas stearynowy

tymidyna

bergamotyna

@ zestaw il

alanina
arginina
asparagina
cysteina

glutamina

glicyna

histydyna

leucyna

izoleucyna

lizyna

metionina

prolina

seryna

treonina

walina

kwas abscysynowy
kwas chlorogenowy
luteolina

agmatyna
kanawanina

kwas 4-hydroksybenzoesowy
kwas szikimowy
kwas askorbinowy
kwas synapinowy
kwas salicylowy
kwas malonowy
spermidyna
putrescyna
skopoletyna

Rysunek 2. Wizualizacja progresywnego rozszerzania zakresu analitycznego pracy na podstawie bazy KEGG.
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3.1. Badanie biotransformacji farmaceutykow i ich wplywu na metabolom drozdzy
Pierwszy etap badan, koncentrowat si¢ na opracowaniu i zastosowaniu zintegrowanej strategii
analitycznej do badania wptywu wybranych substancji leczniczych na metabolizm wtdrny
organizmu modelowego. Jako system modelowy wykorzystatam drozdze Saccharomyces
cerevisiae, ktore ze wzgledu na wysoki stopien konserwatyzmu podstawowych szlakow
metabolicznych w stosunku do eukariontow wyzszych, stanowia wiarygodny i dobrze
scharakteryzowany organizm do badania mechanizméw biotransformacji lekéw oraz ich
wplywu na endogenne procesy biochemiczne [9]. Do badan wybratam trzy substancje
farmaceutyczne, ktorych mechanizm dziatania lub poznane efekty uboczne sg bezposrednio
powigzane z zaburzeniami metabolizmu aminokwaséow aromatycznych, odpowiedzialnych za
synteze gtdéwnych neuroprzekaznikow 1 hormonow [P3, P4]. Dobor ten umozliwit poréwnanie
wplywu réznych lekéw na te centralne szlaki metaboliczne. Przedmiotem badan byly: NTBC,
lek stosowany w leczeniu rzadkiej choroby genetycznej — tyrozynemii typu 1, bedacy
jednoczesnie specyficznym inhibitorem katabolizmu L-Tyr [53], oraz dwie pochodne
adamantanu o dziataniu neuroaktywnym — AMT i RMT. Te ostatnie, stosowane m.in. w leczeniu
choroby Parkinsona, zostaly wybrane ze wzgledu na ich udokumentowany wptyw na systemy
neuroprzekaznikow poprzez oddzialywanie na uktady dopaminergiczny i1 glutaminergiczny
[54]. Poniewaz prekursorem dla tych neuroprzekaznikéw sa aminokwasy aromatyczne, wybor
tych lekow pozwolil na bezposrednie badanie, jak ich dziatanie farmakologiczne przektada si¢

na zmiany w profilu metabolitéw szlaku kwasu szikimowego.

W ramach prac badawczych opracowatam i zwalidowatam kompleksowg procedure analityczng
opartg na technice LC-MS/MS, obejmujaca komplementarne strategie analizy profilowania
(obejmujacej zwigzki z Zestawu I, Rys. 3) 1 metabolicznego odcisku palca. Szczegotowe
warunki hodowli drozdzy, sposob ich narazenia, warunki prowadzenia ekstrakcji, a takze
parametry pracy aparatu zostaly opisane w sekcjach metodologicznych obu zalaczonych
publikacji [P3, P4]. Procedura przygotowania probek, ktorej opracowanie zostato
przedstawione w materiatach dodatkowych dotaczonych do publikacji, zostata dopracowana w
celu maksymalizacji wydajnosci ekstrakcji przy jednoczesnym ograniczeniu wptywu matrycy.
Opracowane metody analityczne zostaly poddane walidacji, w ramach ktorej ocenitam
parametry takie jak liniowo$¢, precyzja, doktadnos¢, LOD, LOQ, odzysk oraz efekt matrycowy,

potwierdzajac ich przydatno$¢ do zamierzonych celow badawczych, co zostato zamieszczone
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w materialach uzupehiajacych dotaczonych do publikacji [P3, P4]. Ocena globalnych zmian
w metabolomie poprzez analize niecelowang z wykorzystaniem strategii metabolicznego
odcisku palca zostala przeprowadzona przy wykorzystaniu techniki LC-MS/MS w trybie EMS
oraz narzedzi bioinformatycznych. Zasadniczym elementem tej strategii bylo opracowanie
optymalnych warunkéw chromatograficznych umozliwiajacych rozdzielenie szerokiej gamy

metabolitow o zréznicowanej polarnosci w pojedynczej analizie.

W pierwszym etapie prac przedmiotem badan byl NTBC, zidentyfikowalam i oznaczytam nie
tylko zwigzek macierzysty, ale takze jego trzy gtowne produkty transformacji: kwas 2-amino-
4-(trifluorometylo)benzoesowy (ATFA), kwas 2-nitro-4-(trifluorometylo)benzoesowy (NTFA)
oraz cykloheksano-1,3-dion (CHD). Nowatorskim odkryciem w ramach tej strategii byto
stwierdzenie, ze podczas gdy NTBC ulegat degradacji z jednoczesnym powstawaniem NTFA
1 ATFA, roéwniez metabolit NTFA ulegat dalszej biotransformacji do ATFA, tworzac kaskadowy
szlak metaboliczny. Przetlomowym ustaleniem tych badan, opublikowanych w pracy badawczej
[P3] wchodzacej w sktad monotematycznego cyklu, bylo wykazanie, ze to nie substancja
macierzysta, ale jej metabolity wywieraja najsilniejszy wplyw na endogenne szlaki
metaboliczne. W przypadku NTBC wykazatam, ze jego glowne produkty transformacji,
a w szczegolnosci najbardziej stabilny z nich — CHD — indukowaty najsilniejszy efekt,
powodujac spadek stgzen L-Tyr, L-Trp i L-Phe odpowiednio o 34%, 59% i 51% w poréwnaniu
do grupy kontrolnej [P3]. Wyniki te miatly fundamentalne znaczenie dla doprecyzowania
postawionej hipotezy badawczej, jednoznacznie wskazujac, ze to produkty biotransformacii,
anie zwigzek macierzysty, sa gltéwnym stymulantem zaburzen metabolizmu wtornego
w modelu eukariotycznym. Wnioski te zostaty dodatkowo potwierdzone przez wyniki analizy
niecelowanej, gdzie na wykresach PCA ([P3] Rys. 5, Rys. 6) profil metaboliczny drozdzy po
ekspozycji na CHD tworzyl wyraznie odrgbny klaster, odseparowany od grup traktowanych

pozostalymi zwigzkami, co potwierdza jego unikatowy mechanizm oddziatywania.

W drugiej czesci badan, wykorzystujac ponownie drozdze jako organizm modelowy, skupitam
si¢ na pochodnych adamantanu. Wyniki tych prac opisatam w drugiej publikacji badawczej
[P4], wchodzacej w sktad monotematycznego cyklu. Badania kinetyczne wykazaty, ze AMT
ulegala znacznie wolniejszemu metabolizmowi niz RMT. Rownolegle proby identyfikacji

metabolitow  AMT, potwierdzity jej znikomg biotransformacje¢ w  warunkach
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eksperymentalnych, co bylo istotnym ustaleniem w przeprowadzonym eksperymencie. Analiza
celowana aminokwasOw aromatycznych oraz powigzanych z nimi amin biogennych
potwierdzita, ze wolniej metabolizowana AMT wywiera silniejszy 1 trwalszy wplyw na zmiang
ich zawartosci, co zostalo dodatkowo potwierdzone przez przeprowadzong rdwnolegle analizg
niecelowang. Globalna ocena metoda metabolicznego odcisku palca wykazata, ze profil
metaboliczny drozdzy po ekspozycji na RMT pozostawal zblizony do profilu probek
kontrolnych, podczas gdy AMT, zgodnie ze swoja wolniejsza kinetyka, indukowata odpowiedz
metaboliczng, ktora rozwijala si¢ w czasie 1 byta wyraznie widoczna jako separacja klastrow na
wykresach PCA ([P4], Rys. 5). Co wigcej, analiza statystyczna (test ~-Studenta) pozwolita na
identyfikacje specyficznych markeréw chemicznych narazenia: jonu o m/z 135,0 dla AMT oraz

m/z 180,2 dla RMT, ktore jednoznacznie potwierdzity ekspozycje¢ na te leki.

Osiagniecia naukowe przedstawione w obu publikacjach dowodza, ze opracowana
1 zwalidowana procedura analityczna oparta na technice LC-MS/MS jest skutecznym i czutym
narzedziem do badania losow lekéw iich wplywu na metabolizm wtérny w komorkach drozdzy.
Potwierdzitam zasadnicze znaczenie oznaczania nie tylko substancji macierzystych, ale przede
wszystkim ich metabolitow, ktére czesto wykazujag odmienng aktywno$¢ biologiczng. Tym
samym, uzyskane w tych badaniach zréznicowane profile metaboliczne stanowity pierwszy,
modelowy przyktad sygnatu analitycznego, bedacego dowodem narazenia organizmu na
czynnik stresowy, co potwierdzito stuszno$¢ przyjetej w pracy koncepcji badawczej. Uzyskane
wyniki, stanowigce wiarygodng podstawe metodologiczng i merytoryczng, w pelni demonstrujg
walory zastosowania organizmu modelowego jako pierwszego etapu weryfikacji postawionych
hipotez badawczych. Utrzymanie $cisle kontrolowanych warunkéw eksperymentalnych
pozwolito na jednoznaczne powigzanie obserwowanych zmian metabolicznych z dzialaniem
badanych substancji, poprzez eliminacje wptywu zaktocajacych zmiennych srodowiskowych
1 naturalnej zmiennosci biologicznej. Jednoznaczne potwierdzenie koncepcji badawczej w tych
warunkach uzasadniato jej stopniowa walidacje w bardziej ztozonym ukladzie modelowym,
jakim sg ro$liny uprawne, wciaz jednak w $cisle zdefiniowanych warunkach laboratoryjnych,

co zostanie przedstawione w kolejnych rozdziatach rozprawy.
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3.2. Porownanie odpowiedzi metabolicznej zb6z na pestycydy syntetyczne i naturalne
Kolejny etap badan, opisany w publikacji [PS] wchodzacej w sktad monotematycznego cyklu,
polegal na przeniesieniu opracowanej metodologii do bardziej ztozonego uktadu modelowego,
jakim sg ro$liny uprawne o kluczowym znaczeniu gospodarczym. Gtownym celem byto
przeprowadzenie poréwnawczej oceny wplywu pestycydow naturalnych i syntetycznych na
metabolizm ro$lin oraz zbadanie loséw tych zwigzkéw w tkankach roslinnych. Zastosowana
w badaniach na drozdzach procedura analityczna oparta na technice LC-MS/MS, cho¢
wystarczajaca do prostego organizmu modelowego, posiadata pewne ograniczenia w kontekscie
identyfikacji nieznanych produktow transformacji w skomplikowanych matrycach roslinnych.
W zwigzku z tym, kluczowym elementem tego etapu bylo rozszerzenie warsztatu badawczego
o technike LC-HRMS. Nawigzalam w tym celu wspolprace z Instytutem Bezpieczefnstwa
Zywnoéci, Zdrowia Zwierzat i Srodowiska ,, BIOR” na Lotwie. W ramach tej kooperacji, na
podstawie przygotowanego i scharakteryzowanego przeze mnie materialu badawczego,
wykonano w Instytucie analizy w trybie petnego skanu DDA z wykorzystaniem techniki
LC-HRMS. Dostarczyly one danych o wysokiej rozdzielczosci, zawierajacych informacje
o doktadnej masie czasteczkowej potencjalnych metabolitow oraz ich szczegdétowe widma
fragmentacyjne. Umozliwilo to wiarygodng identyfikacj¢ strukturalna nieznanych dotad

produktow transformacji badanych pestycydow.

W pierwszych badaniach tej serii, opisanych w artykule [P5] wchodzacym w monotematyczny
cykl publikacji, ocenitam wpltyw naturalnego pestycydu — HIN — oraz dwoch pestycydow
syntetycznych — TBC i 2,4-D — na metabolizm pszenicy i jeczmienia. Przyjety uktad badawczy,
oparty na podziale ze wzgledu na pochodzenie (naturalne/syntetyczne) oraz zastosowanie
(fungicyd/herbicyd), umozliwit wielowymiarowa ocen¢ oddzialywania tych substancji na
endogenne procesy metaboliczne ro$lin uprawnych. Szczegdélowe warunki prowadzenia
eksperymentu, w tym warunki wzrostu roslin, sposob aplikacji pestycydow oraz protokoty
pobierania i przygotowania probek, jak i parametry walidacyjne wyznaczone dla kazdej matrycy

zostaly przedstawione w sekcji metodologicznej publikacji.

Badania byty prowadzone w kontrolowanych warunkach laboratoryjnych, a ich analityczny
fundament stanowila trojstopniowa, komplementarna strategia. Pierwszy etap polegat na

sledzeniu zmian zawarto$ci zdefiniowanego panelu 15 amin biogennych i aminokwasow
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(Zestaw I, Rys. 2) z zastosowaniem celowanej analizy LC-MS/MS w trybie MRM. Kluczowym
wyzwaniem analitycznym byto opracowanie procedury przygotowania probek dostosowanej do
specyfiki matryc ros$linnych przy zachowaniu réwnowagi miedzy eliminacjg efektu
matrycowego a ochrong cennych metabolitow wtérnych. W tym celu zastosowatam strategi¢
wielopoziomowych rozcienczen probek 1:100 (v/v) 1 1:1000 (v/v), co umozliwito uchwycenie
globalnych zmian metabolicznych w szerokim zakresie stezen — od sktadnikow gtownych po
sladowe ilosci metabolitow wtornych. Walidacja zostala przeprowadzona osobno dla kazdej
matrycy roslinnej i kazdego poziomu rozcienczenia, zapewniajgc wiarygodnos¢ metodyki dla
wszystkich badanych kombinacji analitycznych. Analiza ta ujawnita, ze TBC indukowat
najsilniejsze 1 najtrwalsze zmiany metaboliczne w zbozach, z utrzymujacym si¢ podwyzszonym
poziomem tyraminy (TRA) i tryptaminy (TRYP) przez caly czterotygodniowy okres
eksperymentu. Z kolei HIN powodowal jedynie nieznaczne i przejsciowe zaburzenia, a jego
stezenie w tkankach roslinnych gwalttownie spadato w czasie, co $wiadczylo o szybkiej
biodegradacji. Badania ujawnily rowniez istotne rdéznice migdzygatunkowe — jeczmien okazat
si¢ znacznie bardziej odporny na metaboliczne zaburzenia wywolane przez pestycydy

syntetyczne niz pszenica ([P5], Rys. 1).

Kolejnym osiggnigciem byla ocena globalnych zmian w metabolomie poprzez analize
niecelowang z wykorzystaniem strategii metabolicznego odcisku palca przeprowadzona przy
wykorzystaniu techniki LC-MS/MS w trybie EMS oraz narzedzi bioinformatycznych. Wstgpna
eksploracja danych za pomoca PCA pozwolita na ocen¢ ogolnej struktury danych, natomiast
w celu maksymalizacji separacji 1 wizualizacji rdéznic miedzy grupami zastosowano
nadzorowang analiz¢ dyskryminacyjng. Ta komplementarna strategia pozwolita na
jednoznaczng wizualizacje roznic migedzy grupami, potwierdzajac, ze profil metaboliczny roslin
traktowanych HIN byl zblizony do profilu probek kontrolnych, podczas gdy TBC i 2,4-D
indukowaty wyrazne 1 trwate zmiany ([P5], Rys. 2). Strategia fingerprinting potwierdzila swa
skuteczno$¢ jako narzgdzie do rdznicowania skutkéw metabolicznych wywotanych przez
pestycydy o roznych mechanizmach dziatania, dostarczajac istotnych informacji o globalnych

zmianach w metabolomie roslinnym w odpowiedzi na stres chemiczny.
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Zwienczeniem strategii analitycznej byta identyfikacja nieznanych dotad produktow
biotransformacji dzieki wykorzystaniu techniki LC-HRMS. Zastosowana strategia akwizycji
DDA pozwolita na uzyskanie wysokiej jakosci widm fragmentacyjnych niezbgdnych do
identyfikacji strukturalnej. Identyfikacja metabolitow opierala si¢ na pigciostopniowej skali
pewnosci wedlug klasyfikacji Schymanski'ego, gdzie poziom 1 wymagal potwierdzenia
wzorcem, a poziom 5 ograniczal si¢ do doktadnej masy czasteczkowej [55]. Dzieki
zastosowaniu tego podejscia po raz pierwszy zidentyfikowatam dwa nieopisane dotad
w literaturze metabolity 2,4-D oraz siedem metabolitow TBC w pszenicy. Stanowi to istotne
uzupehnienie dotychczasowej wiedzy o losach tych pestycydow w zbozach. Szczegdlowa
analiza kinetyki ich powstawania pozwolila na przedstawienie fazowego przebiegu
metabolizmu TBC, co dostarczyto wgladu w mechanizmy detoksykacji tego fungicydu
zachodzace w ro$linie. Wizualizacj¢ czasowych zmian intensywnos$ci metabolitow
przeprowadzitam za pomocag map cieplnych z grupowaniem hierarchicznym opartym na
odlegtosci euklidesowej. Dendrogram grupowania hierarchicznego, wyswietlany obok mapy
cieplnej, przedstawiony na Rysunku 3 w publikacji [P5], wizualnie potwierdzitl podziat
metabolitow na podstawie trendow czasowych, z wyraznym podziatem na metabolity wczesne
(TBC_1 do TBC 4) wykazujace stopniowy wzrost intensywno$ci oraz metabolity pozne
(TBC_5, TBC 6, TBC 7) charakteryzujace si¢ gwaltownymi zmianami st¢zenia. Analiza
statystyczna rdznic przeprowadzona przy uzyciu testu ANOVA z korekcja Benjaminiego-
Hochberga (FDR<0,05) potwierdzila istotno$¢ obserwowanych zmian. W przypadku HIN
wykrytam jedynie jeden metabolit (hinokinina), ktérego poziom pozostawal stabilny, co

dodatkowo potwierdzito niski potencjal akumulacyjny tego naturalnego pestycydu.

Wiarygodno§¢ wszystkich przedstawionych wynikéw zostala zapewniona poprzez
zastosowanie kompleksowej walidacji statystycznej i kontroli jakosci analitycznej, ktora
obejmowala rygorystyczne testy krzyzowe, analizy permutacyjne oraz systematyczng oceng
stabilno$ci danych pomiarowych. Opracowana zintegrowana strategia analityczna, faczaca
LC-HRMS z zaawansowanymi narzedziami chemometrycznymi i rygorystyczna walidacja
statystyczng, dostarczyla kompleksowego obrazu metabolicznych i1 czasowych aspektow
biotransformacji TBC oraz 2,4-D stanowigc solidng podstawe do zrozumienia mechanizméw
detoksykacji tych pestycydow w tkankach roslinnych. Ta wielowarstwowa procedura

analityczna potwierdzita, ze profilowanie metaboliczne stanowi czute i wiarygodne narzedzie
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do oceny wplywu pestycydow na organizmy zywe, umozliwiajgc wykrycie subtelnych zmian
metabolicznych poprzedzajacych objawy toksycznosci na poziomie fizjologicznym, co
potwierdza kluczowa role profilu metabolicznego jako czulego 1 wiarygodnego sygnatu

analitycznego.

W kolejnych badaniach, stanowigcych kontynuacje¢ 1 rozszerzenie badan opisanych na wstepie
tego podrozdziatu, ocenitam potencjal dwoch kolejnych zwiazkéw allelopatycznych — SCOP
1 UMB - jako biopestycydéw. Wybodr tych substancji opartam na wnioskach z publikacji
przegladowej [P1], w ktorej na podstawie analizy doniesien literaturowych wskazatam na ich
wysoki potencjal jako naturalnych pestycydow. Na tym etapie pracy postanowitam
zweryfikowaé te przypuszczenia, wykorzystujac i rozbudowujac metodyke analityczng
opracowang w publikacji [P5] do oceny i poréwnania zmian metabolicznych wywotywanych
przez zwiazki allelopatyczne oraz pestycydy konwencjonalne. Metodologia badawcza zostata
poszerzona o analiz¢ wybranych parametrow fizjologicznych: stres oksydacyjny, zawarto$¢
chlorofilu oraz uszkodzenia tkanek. W tym celu wykorzystatam sprawdzone procedury opisane
w literaturze, ktore dostosowatam do warunkoéw prowadzonych badan [56,57]. Pozwolito to na
zintegrowanie odpowiedzi na poziomie metabolicznym 1 fizjologicznym w celu uzyskania
petnego obrazu dzialania badanych zwigzkéw. Analiza metabolicznego odcisku palca,
przeprowadzona przy wykorzystaniu techniki LC-MS/MS w trybie EMS, wykazata, ze profile
metaboliczne zbdz traktowanych UMB byly zblizone do probek kontrolnych, co $wiadczy
o minimalnym wplywie tego zwigzku na metabolizm ro$lin. Warte uwagi jest to, ze SCOP,
mimo swojego naturalnego pochodzenia, indukowata odpowiedz metaboliczng
o charakterystyce zblizonej do tej wywotanej przez syntetyczny fungicyd TBC. Zbieznos¢
profili metabolicznych dla obu zwigzkéw, silnie sugeruje podobienstwo ich mechanizméw
dzialania na poziomie metabolicznym. Wniosek ten jest spdjny z doniesieniami literaturowymi,

ktére wskazuja na aktywnos¢ przeciwgrzybicza SCOP [P1].

W celu doktadniejszego zrozumienia mechanizméw dziatania UMB, przeprowadzitam
zaawansowang analiz¢ bioinformatyczng danych uzyskanych za pomocg techniki LC-HRMS.
Po przeprowadzeniu analizy wzbogacania szlakow metabolicznych (ang. pathway enrichment
analysis) z wykorzystaniem algorytmu Mummichog i1 przyporzadkowania do bazy danych

KEGG wykazatam, ze w przeciwienstwie do pestycydow syntetycznych, UMB nie powoduje
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istotnych zaburzen w kluczowych szlakach metabolicznych, a wrecz aktywuje endogenne
mechanizmy obronne ro$liny. Analiza metabolitow UMB (Zestaw II, Rys. 2) ujawnita wzrost
stezenia kwasow thuszczowych (palmitynowego, oleinowego), auksyn (kwas indolo-3-octowy)
oraz giberelin (giberelina A4), ktére s3 zaangazowane w $ciezki sygnalowe odpowiedzi na stres
1 ochron¢ przed patogenami. Zastosowanie analizy sieci korelacji (ang. correlation network
analysis), opartej na algorytmie rzadkich korelacji czastkowych z korekta obcigzenia (ang.
debiased sparse partial correlation, DSPC), pozwolito na identyfikacj¢ izoskopoletyny jako
kluczowego metabolitu-Auba, koordynujacego odpowiedz metaboliczng narazenia UMB, co
potwierdza jego centralng role w regulacji odpowiedzi na czynniki stresowe. Wyniki te
dodatkowo potwierdzitam poprzez analize parametrow fizjologicznych, ktéra wykazata
minimalny poziom stresu oksydacyjnego i1 uszkodzen tkanek w roslinach traktowanych UMB,
w przeciwienstwie do silnej odpowiedzi stresowej wywolanej przez TBC i 2,4-D. Pomiary
fizjologiczne, takie jak st¢zenie reaktywnych form tlenu, catkowita zawarto$¢ chlorofilu oraz
stopien uszkodzenia tkanek, wskazuja, ze UMB nie wywotuje znaczacych objawow
fitotoksycznosci, co jest zgodne z obserwowanymi, subtelnymi zmianami na poziomie

metabolicznym.

Osiagniecia naukowe opisane w tym rozdziale demonstrujg skuteczne przeniesienie
1 rozszerzenie metodologii analitycznej na zloZzone systemy ro$linne. Opracowanie nowej
koncepcji badawczej, rozbudowa metodyki o analize¢ LC-HRMS oraz zaawansowang obrobke
danych chemometrycznych i bioinformatycznych pozwolity nie tylko na oceng wpltywu
pestycydow na metabolizm zbdz, ale takze na dostarczenie nowych dowodéw na rzecz
wykorzystania naturalnych allelochemikaliéw jako bezpiecznych 1 skutecznych alternatyw dla
syntetycznych srodkow ochrony roslin. Wyniki uzyskane na tym etapie stanowig podstawe do
dalszych, bardziej ukierunkowanych badan, ktére, przy zachowaniu zblizonej metodologii,
przenosza obiekt badawczy z uktadow modelowych na probki rzeczywiste. Jak zostanie
omowione w kolejnym rozdziale, celem tego etapu byta weryfikacja i walidacja opracowanego

podejscia analitycznego w znacznie bardziej ztozonych i praktycznie istotnych warunkach.
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3.3. Identyfikacja biomarker6w narazenia na pestycydy w roslinach jadalnych
Finalny etap badan stanowit synteze dotychczasowych prac, majaca na celu przeniesienie
opracowanej metodologii z uktadow modelowych do praktycznej oceny bezpieczenstwa
zywnosci. Zasadnicze pytanie badawcze na tym etapie dotyczylo tego, czy globalna odpowiedz
metaboliczna roslin moze stuzy¢ jako uniwersalny sygnat analityczny do wykrywania narazenia
na pestycydy, niezaleznie od rodzaju matrycy i poziomu konkretnych pozostatosci. W tym celu
nawigzatam wspotprace z akredytowanym laboratorium analitycznym i2 Analytical, ktore
dostarczylo do badan szerokg game probek owocdéw. Fundamentalnym elementem tej
wspotpracy bylo uzyskanie materiatu badawczego o szczegdétowo scharakteryzowanym,
zaréwno jako$ciowo, jak 1 ilosciowo, profilu pozostatosci pestycydow, okreslonego za pomoca
zwalidowanych metod zgodnych z wytycznymi dokumentu SANTE/11312/2021 [58].
Pozwolilo to na fundamentalne dla tego etapu pracy zdefiniowanie dwoch grup badawczych.
Grupg kontrolng stanowily probki, w ktérych zidentyfikowane pozostatosci pestycydow
miescity si¢ ponizej MRL. Grupe badang stanowily natomiast probki, w ktérych st¢zenia te
przekraczaly prawnie ustalone normy. MRL to ustanowiony przez organy regulacyjne
najwyzszy poziom pozostatosci pestycydu, ktéry jest prawnie dozwolony w zywnosci,
wynikajacy z dobrej praktyki rolniczej i zapewniajacy bezpieczenstwo konsumentow. Taki
podzial umozliwit bezposrednie 1 wiarygodne powigzanie obserwowanych zmian
metabolicznych ze stresem wywotanym nadmierng zawarto$cig pestycydow. Na potrzeby tych
badan przeprowadzitam kompleksowa rewalidacj¢ i rozszerzenie opracowanych wczesniej
procedur analitycznych, zarowno dla analizy celowanej jak i1 niecelowanej. W celu uzyskania
kompleksowego wgladu w zmiany na kluczowych szlakach metabolicznych, zwlaszcza
w obrebie gospodarki azotowej i1 biosyntezy zwigzkéw sygnalowych, rozszerzytam zakres
analizy celowanej o jednoczesne oznaczanie zwigzkow z Zestawoéw 1 1 Il przestawionych na
Rysunku 2. Wymagalo to rozszerzenia walidacji metody opartej na technice LC-MS/MS
w r6znych, ztozonych matrycach roslinnych (jabtko, truskawka, owoce cytrusowe, ogorek,
pomidor, papryka stodka, papryka chili). Rozbudowatam rowniez metod¢ analizy niecelowanej,
opracowujac zintegrowang strategie akwizycji danych (EMS-IDA-EPI), ktéra umozliwiala
jednoczesne zbieranie pelnych skandw masowych oraz wysokiej jakosci widm
fragmentacyjnych. W ramach analizy profilowania metabolicznego ocenitam zmiany w profilu

amin biogennych i aminokwasow w odpowiedzi na obecnos¢ pozostatosci pestycydow.

Strona 46 z 74



W tym celu dla kazdej matrycy porownatam probki zawierajgce pozostatosci pestycydow
powyze] MRL zodpowiednimi probkami kontrolnymi. Zmiany ilosciowe zwigzkow
endogennych wyrazitam jako FC obliczong jako stosunek $redniego stezenia analitu w grupie
narazonej do $redniego stezenia w grupie kontrolnej. Tylko te zmiany, ktore spetniaty podwojne
kryterium — istotnosci statystycznej (wartos¢ p<0,05 w analizie ANOVA) oraz biologicznej
([FC|=2) — uznatam za znaczace. Takie podejscie pozwolito na odfiltrowanie przypadkowych
fluktuacji i skupienie si¢ wylacznie na powtarzalnych i silnych odpowiedziach metabolicznych.
Zastosowanie PCA do zbioru przetworzonych danych pozwolito réwniez na jednoznaczng
wizualizacje¢ roéznic metabolicznych miedzy poszczegdlnymi matrycami. Tréjwymiarowy
wykres PCA na Rysunku 3 przedstawia wyrazne grupowanie si¢ probek w klastry
odpowiadajace poszczegdlnym gatunkom roslin (np. owoce cytrusowe, jabtka, truskawki) co
potwierdzito, ze opracowana metoda jest wystarczajaco czula, aby wychwyci¢ subtelne, ale

charakterystyczne dla danej matrycy odpowiedzi metaboliczne na stres wywotany pestycydami.

pomidor
ogorek
@ ®
& papryka
o8 o’ @
jablko . -
chili
3 PR
B Jabtko @ .g_ }7
m Papryka chili e ? A < F
B Ogorek pac ¢ % % cytrusy
Cytryna 5 ¢y G
B Mandarynka = truskawka FO
Pomarancza 3
B Papryka stodka QC
Truskawka PC3 (9.3%)
Pomidor
QC
PCI (62%)

Rysunek 3. Wykres wynikow PCA oparty na wartosciach FC dla stezen oznaczanych amin
i aminokwasow, ukazujgcy wyrazne grupowanie probek w zaleznosci od matrycy. Punkty,
odpowiadajgce pojedynczym probkom, sq oznaczone kolorami wedltug rodzaju rosliny jadalnej.
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Kluczowe wyniki uzyskatam jednak z analizy niecelowanej, ktora umozliwita identyfikacje
DAMs na podstawie globalnego profilu metabolicznego. Ponownie zastosowatam
rygorystyczne kryteria statystyczne (p<0,01, [FC|>2), aby z tysigcy sygnalow metabolicznych
wskaza¢ te o najwickszym znaczeniu biologicznym. Tworzac diagramy Venna
zidentyfikowatam zaréwno metabolity specyficzne dla poszczegdlnych grup roslin, jak i te
uniwersalne. Przelomowym rezultatem tych badan byto wskazanie, poprzez analiz¢ przecigcia
zbiorow DAMSs, uniwersalnego panelu 15 kluczowych biomarkeréw narazenia na pestycydy,
ktorych profil zmienia si¢ w powtarzalny sposob niezaleznie od rodzaju matrycy roslinne;.
Wszystkie te zwigzki wchodza w sklad analizowanego na tym etapie Zestawu III,
przedstawionego na Rysunku 2. Ws$réd nich znalazty sie fitohormony zaangazowane
w odpowiedZz na stres (kwas abscysynowy, kwas salicylowy), zwiazki fenolowe (kwas
chlorogenowy, luteolina, SCOP) oraz poliaminy (agmatyna, putrescyna, spermidyna), co
potwierdza, ze pestycydy indukuja w roslinach ztozona, ogdlnoustrojowa odpowiedz stresowa.
W celu glebszego zrozumienia wzajemnych zaleznosci miedzy zidentyfikowanymi
biomarkerami zastosowalam analiz¢ sieci korelacji. Jest to podej$cie chemometryczne, ktore
pozwala na badanie struktury powigzan w ztozonych systemach biologicznych poprzez
estymacje bezposrednich zalezno$ci migdzy metabolitami. W odrdznieniu od prostej korelacji
Pearsona, ktéora moze wskazywa¢ na pozorne zalezno$ci wynikajace z wplywu trzeciej
zmiennej, wykorzystany przeze mnie algorytm DSPC oblicza korelacje czastkowe, ktore
odzwierciedlaja bezposrednie interakcje metaboliczne po uwzglgdnieniu wptywu wszystkich
pozostatych zwigzkow w systemie. Wynik tej analizy wizualizuje zlozong sie¢ powigzan
pomiedzy 15 uniwersalnymi biomarkerami a kluczowymi aminokwasami, ktorych stgzenia
ulegly zmianie we wszystkich badanych matrycach. Analiza topologii tej sieci wykazata, ze
agmatyna i putrescyna petnig role centralnych hubow w sieci metabolicznej odpowiedzi na stres.
Charakteryzowaly si¢ one najwyzszym stopniem wezta (liczba polaczen w sieci), co jest
kluczowa miarg ich centralnosci i §wiadczy o ich fundamentalnej roli w koordynowaniu
odpowiedzi komorkowej. Aby umiesci¢ te zmiany w szerszym kontek$cie biologicznym,
przeprowadzitam analiz¢ wzbogacania szlakow metabolicznych przy uzyciu algorytmu
Mummichog, przypisujac zwigzki do szlakow z bazy danych KEGG. Ta zaawansowana
technika bioinformatyczna pozwala na przewidywanie aktywnos$ci szlakow metabolicznych

bezposrednio z danych LC-MS bez koniecznos$ci pelnej identyfikacji wszystkich sygnatow,
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opierajac si¢ na zatozeniu, ze istotne zmiany bedzie mozna kolektywnie przypisa¢ do
okreslonych szlakoéw biochemicznych. Analiza ta ujawnita, ze stosowanie pestycydow prowadzi
do systemowych zaburzen w kluczowych procesach, w tym w szlakach biosyntezy
aminokwasoéw o rozgatezionych tancuchach (waliny, leucyny, izoleucyny), metabolizmu
argininy i proliny oraz metabolizmu glutationu, co jednoznacznie wskazuje na indukcj¢ stresu

oksydacyjnego i gtebokie zaburzenia w gospodarce azotowej roslin.

Opracowana i zwalidowana w ramach tej czgsci badan metoda stanowi innowacyjne narzg¢dzie
o ogromnym potencjale aplikacyjnym. Jej zaleta jest mozliwo$¢ szybkiego, przesiewowego na
poziomie MRL wykrywania ekspozycji na pestycydy w sposob niezalezny od bezposredniej
analizy pozostatos$ci, co moze wzmocni¢ systemy kontroli jakosci zywno$ci. W rezultacie,
zidentyfikowany panel 15 zwigzkéw stanowi empiryczng realizacj¢ koncepcji sygnalu
analitycznego zdefiniowanej we wstepie. Nie jest to juz sygnal pojedynczego zwigzku, ale
ztozony, wielowymiarowy wzorzec, ktorego charakterystyka jednoznacznie sygnalizuje skutek
narazenia, bez konieczno$ci wiedzy a priori o jego przyczynie. Jak schematycznie
przedstawilam na Rysunku 4, rézne klasy pestycydow, mimo odmiennych mechanizmow
dziatania, indukuja w roslinie wspolng, mierzalng odpowiedz metaboliczng, ktora jest
wykrywana jako jeden, spojny sygnat analityczny. Ta uniwersalno$¢ otwiera droge do rozwoju
zupelnie nowych strategii kontroli jakos$ci Zywnosci, ktore nie opieraja si¢ na poszukiwaniu
setek pojedynczych, znanych substancji, lecz na ocenie ogdlnego stanu fizjologicznego
produktu. W przysztosci podejscie to moze sta¢ si¢ podstawa do rozwoju zautomatyzowanych
systemow analitycznych oraz narzgdziem dla producentéw rolnych do oceny wpltywu réznych

strategii ochrony roslin na jakos$¢ plonow.
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Ocena wynikow uzyskanych na wszystkich etapach badan, poczawszy od organizmow
modelowych, a skonczywszy na probkach rzeczywistych, wskazuje na powtarzalnos¢ pewnych
wzorcoOw metabolicznych. W celu uzyskania kompleksowego obrazu tych zaleznosci
1 zwizualizowania zintegrowanej natury odpowiedzi na stres ksenobiotyczny, skonstruowatam
sie¢ korelacji obejmujaca wszystkie zwigzki nalezace do Zestawodw I-111, ktoérych zmiany stezen
okazaly si¢ statystycznie istotne w toku badan, Rysunek 5.W celu zapewnienia rygoru
statystycznego, do analizy wykorzystalam wspotczynniki korelacji rang Spearmana, ktére sa
odporne na nieliniowe zaleznos$ci 1 odstepstwa od rozktadu normalnego. Kolor kazdego wezta
(kropki) w sieci wskazuje na kierunek zmian st¢zenia danego metabolitu w odpowiedzi na stres:

kolor zielony symbolizuje wzrost stezenia, natomiast czerwony — jego spadek.

Analize sieci korelacyjnych oraz jej wizualizacj¢ wykonalam z wykorzystaniem programow
Cytoscape 3.10.3 oraz MetaboAnalyst 6.0. Badanie topologii sieci jednoznacznie potwierdza,
ze szlak kwasu szikimowego i powigzany z nim metabolizm aminokwas6w aromatycznych
stanowig centralny hub metaboliczny. To z tego miejsca rozchodza si¢ liczne, wspotregulowane
sciezki, co dowodzi, ze obserwowany sygnat analityczny ma charakter ztozonej, systemowej
odpowiedzi organizmu, a nie jest jedynie sumg izolowanych zmian. Interpretacja powstatej sieci
korelacji pomiedzy metabolitami pozwolila zidentyfikowaé cztery wyrazne, funkcjonalne
klastry metaboliczne. Pierwszy z nich, skupiony wokét kwasu szikimowego 1 powigzanych
z nim aminokwasOw, potwierdza centralng role tej Sciezki jako punktu wyjscia dla biosyntezy
L-Phe, L-Tyr i L-Trp, a w konsekwencji dla licznych, dalszych metabolitow. Rozbudowana
1 gesto potaczona grupa zwigzkdéw w tym zbiorze reprezentuje ogoélny metabolizm
aminokwasoéw podkreslajac ich fundamentalne, wzajemnie powigzane role w utrzymaniu
homeostazy komoérkowej. Drugi klaster obejmuje kluczowe neuroprzekazniki i ich prekursory.
Klaster ten uwidacznia szlaki syntezy katecholamin (dopamina (DA), norepinefryna (NE),
epinefryna (E), normetanefryna (NMN), TRA) oraz metabolity szlaku tryptofanu (TRYP,
5-hydroksytryptamina (5-HT), kwas S5-hydroksyindolooctowy (5-HIAA)). Trzeci klaster
koncentruje si¢ na zwigzkach kluczowych dla odpowiedzi na stres i procesow regulatorowych.
Obejmuje L-Arg jako prekursor oraz pochodne od niej poliaminy: agmatyne, putrescyne
i spermidyng. Czwarty klaster obejmuje kwasy o znaczeniu sygnalowym i regulacyjnym.
Naleza do nich kwas salicylowy, kwas 4-hydroksycynamonowy, kwas gamma-aminomastowy

(GABA), kwas 4-hydroksybenzoesowy oraz kwas malonowy.
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W obrebie tych klastrow zidentyfikowatam kluczowe huby metaboliczne, czyli zwiazki
o najwigkszej liczbie potaczen, odgrywajace centralng role w regulacji przeplywow
metabolicznych. Nalezg do nich przede wszystkim kwas szikimowy jako gtowny prekursor,
atakze L-Arg, L-Tyr, L-Trp oraz L-Phe, stanowigce wezly rozgaleziajace dla
wyspecjalizowanych szlakow. Analiza sieci korelacji stanowi zwienczenie przeprowadzonych
badan, poniewaz syntetyzuje i potwierdza wyniki ze wszystkich etapéw pracy, dostarczajac
ostatecznego dowodu na poparcie postawionych hipotez. Uklad wzajemnych powigzan
dowodzi, ze zidentyfikowane zwiazki nalezace do Zestawow I-III nie stanowig przypadkowego
zbioru, lecz tworzg spdjny, wysoce zintegrowany system. To wtasnie ta wewnetrzna spojnosé
1 liczne powigzania sprawiaja, ze zmiany stezen tych zwigzkow stanowig czuty wskaznik, ktory
w charakterystyczny sposob odzwierciedla odpowiedz organizmu na stres ksenobiotyczny. Tym
samym, sie¢ korelacji dostarcza dowodu na to, ze odpowiedz organizmu na stres chemiczny ma
charakter systemowy, a jej zrozumienie wymaga podejscia integrujacego wiele, pozornie

odrgbnych, $ciezek biochemicznych.
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3.4. Krytyczna analiza wyzwan metodologicznych i strategie zapewnienia jakosci

danych

Realizacja zatozonych celow badawczych rozprawy doktorskiej wigzata si¢ z koniecznoscia
pokonania szeregu ztozonych wyzwan na kazdym etapie procesu analitycznego od
projektowania eksperymentu, przez przygotowanie probek, az po przetwarzanie danych
1 zaawansowang interpretacj¢ statystyczng. Specyfika tych badan, taczaca analize celowang
z niecelowanym profilowaniem metabolicznym w zlozonych matrycach biologicznych, takich
jak drozdze, tkanki pszenicy, jeczmienia oraz owocow, niosta ze sobg ryzyko mogace wptynaé
na wiarygodno$¢ 1 powtarzalnos¢ uzyskanych wynikow. Do kluczowych trudno$ci nalezaly
migdzy innymi: zlozono$¢ matryc biologicznych, znaczace efekty matrycowe, ryzyko
degradacji analitéw, zapewnienie odpowiedniej istotnosci statystycznej i powtarzalno$ci
wynikow, a takze przetwarzanie i1 analiza ogromnych, wielowymiarowych zbioréw danych.
Niniejszy podrozdziat ma na celu syntetyczne podsumowanie tych probleméw oraz
przedstawienie wdrozonych przeze mnie strategii i konkretnych rozwigzan metodycznych, ktore
pozwolity na ich ograniczenie. W Tabeli 2 szczegdlowo przedstawitam kazde z napotkanych
wyzwan, konfrontujac je z ogdlnie przyjetymi w chemii analitycznej strategiami zaradczymi
oraz opisem w jaki sposob dany problem staratam si¢ rozwigza¢ w ramach badan stanowigcych
fundament tej dysertacji [P3—P5]. To szczegétowe zestawienie nie tylko dokumentuje rygor
metodologiczny zastosowany w pracy, ale takze podkresla, ze uzyskanie wiarygodnych
1 spojnych wynikow bylo bezposrednio uzaleznione od $wiadomego i skutecznego zarzadzania
ryzykiem analitycznym na kazdym etapie badan. Kazda z opisanych procedur, kryteriow
jakosciowych oraz parametréow kontrolnych odnosi si¢ bezposrednio do eksperymentow
1 walidacji przedstawionych w zalaczonych publikacjach, co gwarantuje ich praktyczna

weryfikacje 1 aplikacyjny charakter w kontekscie zrealizowanego zadania badawczego.
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Tabela 2. Zestawienie kluczowych wyzwan metodologicznych i zastosowanych srodkow zaradczych

Lp. | Wyzwanie Opis problemu Zastosowana strategia/rozwiazanie

1 Zachowanie Profil metaboliczny probki biologicznej jest | Aby zachowa¢ metaboliczny stan in vivo, material badawczy byt zamrazany (-80°C)
integralnosci labilnym odzwierciedleniem chwilowego | natychmiast po pobraniu, co zatrzymywalo procesy enzymatyczne i chemiczne. Do
i stabilnoséci profilu | stanu fizjologicznego organizmu. | ekstrakcji zostala uzyta odpowiednio dobrana mieszanina rozpuszczalnikow,
metabolicznego Natychmiast po pobraniu materiatu z Zywego | umozliwiajaca efektywne wyizolowanie szerokiego spektrum zwiazkow o zrdéznicowanej
probki organizmu, ustaje homeostaza, | polarnosci. Uzyskane ekstrakty byly niezwlocznie zamrazane i1 przechowywane

a niekontrolowana aktywno$¢ enzymatyczna = w temperaturze -80°C. W celu zminimalizowania degradacji analitbw i uniknigcia
prowadzi do szybkich zmian w stezeniach | negatywnych skutkow cykli zamrazania-rozmrazania, kazda probke przygotowywatam
metabolitow. Dodatkowo, wiele zwigzkow | do analizy indywidualnie, tuz przed jej wykonaniem. Co wigcej, rownolegle z probkami
jest podatnych na degradacj¢ pod wplywem | badanymi przygotowywatam probki pochodzace z grupy kontrolnej (tj. z organizmow
temperatury, §wiatlta lub w trakcie procedur | niepoddanych dzialaniu badanego czynnika), ktore byly poddawane identycznym
takich jak cykle zamrazania-rozmrazania. procedurom. Umozliwilo to odniesienie wszystkich obserwowanych zmian do grupy
kontrolnej i zniwelowanie wplywu zmiennosci wynikajacej z  warunkow
eksperymentalnych. To kompleksowe podejscie zagwarantowalo, ze analizowany profil
chemiczny byt wiernym odzwierciedleniem stanu komorek w momencie pobrania probki.

2 Zarzadzanie Naturalna zmienno§¢ metaboliczna miedzy | Aby zapewnié statystyczng wiarygodno$¢ wynikow, we wszystkich eksperymentach
zmiennoscia poszczegdlnymi organizmami, nawet | zastosowalam co najmniej cztery niezalezne powtdrzenia biologiczne (n>3) dla kazde;j
biologiczna w obrebie tej samej grupy eksperymentalnej, | badanej grupy. W celu zwigkszenia reprezentatywnosci probki i zminimalizowania

jest istotnym zrédlem wariancji, ktéra moze | wptywu indywidualnych réznic, materiat do kazdego powtorzenia byl mieszanka pobrana
maskowac subtelne zmiany wywotane przez | z kilku losowo wybranych miejsc, a nastgpnie dokladnie homogenizowany. Takie
badany czynnik. Niewystarczajaca liczba | podejscie pozwolilo na rzetelne oszacowanie $redniej odpowiedzi metabolicznej oraz
powtorzen biologicznych prowadzi do niskiej | zwigkszylo moc statystyczng testow porownawczych.

mocy statystycznej 1 zwigksza ryzyko

uzyskania wynikow fatszywie negatywnych.

3 Zarzadzanie w matrycach ro$linnych stezenia | Aby zarzadza¢ szerokim zakresem dynamicznym, zastosowalam  strategi¢
szerokim zakresem | poszczegdlnych metabolitow moga réznié si¢ | wielopoziomowego rozcienczania ekstraktow. Kazda probka byta przygotowywana
stezen analitow | o kilka rzedow  wielko$ci. Zwigzki | ianalizowana w kilku rozcienczeniach (np. 1:100 (v/v) i 1:1000 (v/v)), co pozwolito
w matrycach wystepujace w wysokich stezeniach mogg | umiesci¢ anality o skrajnie réznych stezeniach w liniowym zakresie krzywej
roslinnych powodowaé¢ nasycenie sygnatu detektora, | kalibracyjnej. Dzigki temu zapobiegltam utracie informacji o zwigzkach §ladowych,

podczas gdy te na poziomach Sladowych
moga by¢ ponizej granicy oznaczalnos$ci.

jednoczes$nie unikajac btedow pomiarowych wynikajacych z nasycenia sygnatu dla
sktadnikow gtownych.
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Tabela 2. cigg dalszy

Lp. | Wyzwanie Opis problemu Zastosowana strategia/rozwiazanie
4 Walidacja metody | Kazdy typ matrycy biologicznej ma unikalny | W celu zapewnienia doktadno$ci oznaczen i zminimalizowania efektu matrycowego
dla r6znych matryc | sktad chemiczny, co prowadzi do odmiennych | wdrozytam kompleksowsq strategi¢ analityczng, ktorej podstawg byta metoda kalibracji
interferencji  analitycznych. Zjawisko to, | dopasowanej matrycowo (ang. matrix-matched) zintegrowana z wielopoziomowym
znane jako efekt matrycowy, polega na | rozcienczaniem probek. Takie potaczenie pozwolito sprosta¢ dwom kluczowym
thumieniu  lub  wzmacnianiu  sygnalow | wyzwaniom: silnemu efektowi matrycowemu oraz szerokiemu zakresowi stezen analitow.
analitow przez inne skladniki probki i jest = Logika tej metody opierala si¢ na przygotowaniu osobnych krzywych kalibracyjnych
jednym ze zrodel bledow w analizach | w ekstraktach z probek kontrolnych dla kazdego poziomu rozcienczenia. Umozliwito to
LC-MS/MS. oznaczanie zwigzkoOw o wysokiej zawartosci w probkach silnie rozcieficzonych,
a analitow §ladowych w probkach o niskim stopniu rozcienczenia. W kazdym przypadku
kalibracja byta dopasowana do probki, co skutecznie kompensowato interferencje. W celu
dalszej normalizacji i minimalizacji bledow proceduralnych do kazdej probki dodawano
wzorce wewngetrzne (w tym, w miar¢ dostgpnosei, znakowane izotopowo). Oznaczenie
opierano na stosunku sygnatu analitu do sygnatu wzorca, co niwelowato zmienno$¢
i zwiekszato precyzje wynikow. Na etapie przetwarzania danych zastosowatam rowniez
prog sygnatu (ang. threshold) w celu usunigcia szumu tta i zapewnienia wiarygodnosci

detekcji.

5 Walidacja modeli | W analizie niecelowanej, gdzie do | Solidno$¢ i moc predykcyjng modeli wielowymiarowych zapewnitam poprzez
statystycznych klasyfikacji probek i identyfikacji | rygorystyczny, wieloetapowy proces walidacji, ktorego fundamentem byta walidacja
w analizie biomarkerow wykorzystuje si¢ modele | krzyzowa (ang. cross-validation), ktora pozwolita oceni¢ stabilno$¢ i moc predykcyjna
niecelowane;j statystyki  wielowymiarowej (np. PCA, | modelu poprzez jego wielokrotne trenowanie i testowanie na réznych podzbiorach

OPLS-DA), kluczowym wyzwaniem jest
ryzyko tzw. nadmiernego dopasowania (ang.
overfitting). Zjawisko to prowadzi do
tworzenia modeli, ktore doskonale opisuja
zbiér danych treningowych, tracg
zdolno$§¢ do generalizacji i1 poprawnego
przewidywania  nowych,  niezaleznych
probek.

lecz

danych. Jej kluczowym uzupelnieniem byly testy permutacyjne, za pomoca ktdérych
weryfikowalam, czy obserwowana separacja grup nie jest wynikiem przypadkowej
struktury danych. Tylko modele, ktore pomyslnie przeszly obie te procedury, zostalty
uznane za statystycznie istotne 1 wykorzystane do dalszej interpretacji wynikow. Jakosé
modeli, zwlaszcza w metodach takich jak OPLS-DA, na biezaco monitorowatam za
pomocg wartosci parametrow R? i Q2 Duza roznica miedzy tymi warto$ciami stanowita
dla mnie sygnat ostrzegawczy wskazujacy na nadmierne dopasowanie. Caly proces
walidacji uzupetniatam ponadto o walidacj¢ selekcji zmiennych, a takze o analize
i wykrywanie obserwacji odstajacych, co pozwalalo na usunigcie probek mogacych
zakloca¢ budowe modelu.
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Tabela 2. cigg dalszy

Lp. | Wyzwanie Opis problemu Zastosowana strategia/rozwiazanie

6 Zapewnienie Dhugotrwate  sekwencje ~w  analizach | Aby kontrolowac¢ niestabilno$¢ systemu i zapewni¢ powtarzalno$¢ pomiaréw, wdrozytam
stabilnosci systemu | LC-MS/MS prowadza do niestabilnosci | protokot kontroli jakosci. Jego elementem byta cykliczna analiza probek zbiorczych (ang.
analitycznego systemu, objawiajacej si¢ m.in. | pooled samples), wykonywana co 10 probek badawczych, co pozwalalo na biezace
w dhugich  seriach | przesunigciem czasow retencji lub zmianami | monitorowanie stabilno$ci sygnatu i powtarzalnosci catego systemu. Protokot ten
pomiarowych czuto$ci detektora. Wprowadza to do danych | uzupelniatam o analizy prob slepych proceduralnych (ang. procedural blanks) w celu

zmienno$¢ instrumentalng, ktora nie ma | identyfikacji potencjalnej kontaminacji pochodzacej z odczynnikéw lub etapu
podtoza biologicznego. Moze ona maskowac | przygotowania probek, a takze o wstrzyknigcia czystego rozpuszczalnika, aby
rzeczywiste réznice miedzy grupami lub | weryfikowaé efekt przeniesienia (ang. carry-over). Takie kompleksowe podejscie
tworzy¢ falszywe zaleznosci, co | gwarantowato, ze sygnal z poprzedniej analizy nie zaktocat kolejnego pomiaru,
bezposrednio podwaza wiarygodno$¢ calej | zapewniajac wysoka jakos$¢ i rzetelnos$¢ danych gromadzonych w trakcie calej sekwencji
analizy. analityczne;.

7 Przetwarzanie Surowe dane generowane w analizach | W mojej pracy zastosowatam wieloetapowy, zautomatyzowany protokot do przetwarzania
i standaryzacja LC-MS/MS, zwlaszcza w trybie | surowych danych. Pozwolilo to na przeksztalcenie ztozonych plikdw w spojng i czysta
duzych zbiorow | niecelowanym, sa niezwykle zlozone, | macierz danych, gotowa do analizy statystycznej. Proces ten obejmowat kluczowe etapy
danych wielowymiarowe  iobarczone  szumem | chemometryczne: odszumianie i filtrowanie linii bazowej, detekcje 1 integracje pikow,
metabolomicznych | instrumentalnym oraz wariancjg techniczng. | wyr6wnywanie czaséw retencji w celu skorygowania niestabilno$ci instrumentalnej,

Oznacza to, ze  oprocz
pochodzacych od rzeczywistych metabolitow,
zawierajag one rowniez liczne zaklocenia,

sygnatow

ktére  uniemozliwiaja  przeprowadzenie
wiarygodnej analizy statystycznej. Bez
odpowiedniego, wieloetapowego

przetwarzania, niemozliwe jest wyizolowanie
prawdziwych informacji biologicznych z tta
niepozadanej zmiennosci.

redukcje nadmiarowosci danych, w tym korekte adduktéw i taczenie wynikoéw z jonizacji
dodatniej oraz ujemnej, normalizacj¢ i skalowanie danych (m.in. za pomoca skalowania
Pareto), aby kazda probka byta porownywalna. Taki ustandaryzowany przeptyw pracy byt
niezbedny, aby zminimalizowaé¢ niepozadang wariancj¢ techniczng i przygotowad
rzetelny zbior danych do dalszych, zaawansowanych analiz.
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Tabela 2. cigg dalszy

Lp. | Wyzwanie Opis problemu Zastosowana strategia/rozwiazanie

8 Ograniczenia Dostgpne  w  ramach  tych  badan | Aby pokona¢ te ograniczenia, surowe pliki danych LC-MS/MS konwertowalam do
oprogramowania oprogramowania producenta spektrometru, =otwartego formatu mzML przy uzyciu narzedzia MSConvert, co zapewnito
producenta zoptymalizowane  glownie do analiz | kompatybilno$¢ z dalszymi etapami analizy. Nastgpnie przekonwertowane dane byty
aparatury celowanych, nie posiada zaawansowanych & kompleksowo przetwarzane z wykorzystaniem zaawansowanego oprogramowania
modutéw niezbednych do kompleksowej | MS-DIAL, MZmine oraz MetaboAnalyst. Jednak, aby przeanalizowa¢ powstale w ten
obrobki i statystycznej interpretacji danych | sposob duze macierze danych bez ryzyka utraty informacji, kluczowe analizy statystyczne
niecelowanych. przeprowadzatam przy uzyciu wtasnych skryptow napisanych w srodowisku R (RStudio).
Takie podejscie pozwolito mi ominaé ograniczenia co do wielkosci danych narzucane
przez platformy internetowe. Dzigki temu miatam pewnos¢, ze caty, kompletny zbior
danych zostal poddany analizie, co byto niezbedne dla zachowania integralnos$ci wynikoéw
i pelnego wykorzystania potencjalu badawczego. Takie podejScie, oparte na
wyspecjalizowanych narzgdziach typu open-source, zapewnito peing kontrole nad
procesem obrobki danych, elastycznos¢ oraz dostep do najnowszych algorytmow, co nie

bytoby mozliwe przy uzyciu wylacznie standardowego oprogramowania producenta.
9 Problem porownan | W analizach metabolomicznych testowanie | Aby zapewni¢ rzetelnos¢ wynikow i identyfikowaé tylko te metabolity, ktorych zmiany

wielokrotnych oraz
zapewnienie rygoru
statystycznego

hipotez dla tysiecy zmiennych jednoczesnie
prowadzi do tzw. problemu poréwnan
wielokrotnych. Przyczynia si¢ to do wzrostu
prawdopodobienstwa  popelnienia  btedu
I rodzaju, czyli wuznania =za istotne
statystycznie réznic, ktére w rzeczywistosci
sa  wynikiem  losowej zmiennosci.
Standardowe kryterium istotnosci (p<0,05)
staje si¢ w tym konteks$cie niewystarczajace i
prowadzi do wysokiego odsetka fatszywych
odkry¢. Ponadto, sama istotno$¢ statystyczna
nie jest istotnoscia
biologiczng, gdyz nawet wysoce istotna
statystycznie zmiana moze mie¢ znikomag

rOwnoznaczna z

wielko$¢ efektu.

sa zardwno statystycznie, jak i biologicznie znaczace, wdrozylam dwutorowe podejscie.
We wszystkich analizach porownawczych (np. test z-Studenta, ANOVA) stosowatam
korekte FDR najczgséciej metoda Benjaminiego-Hochberga. Zamiast opiera¢ si¢ na
tradycyjnej wartosci p, jako kryterium istotnosci przyjmowatam skorygowana wartosc q.
Takie podejécie pozwolito na skuteczng kontrole bledow statystycznych wynikajacych
z wielokrotnych poréwnan. Wartos$¢ g okresla poziom istotnosci statystycznej, jednak nie
dostarcza informacji o wielkosci obserwowanego efektu. Dlatego tez, dla kazdego
metabolitu obliczalam réwniez wspotczynnik FC, czyli stosunek $redniego stezenia
w grupie badanej do $redniego stezenia w grupie kontrolnej. Wysoka wartos¢ FC
wskazuje na duza, potencjalnie istotng biologicznie zmiang. Metabolity, ktore uznatam za
DAMs, musiaty spetnia¢ oba kryteria jednoczesnie, zar6wno istotnos¢ biologiczna jak
1 statystyczna.



Rozdzial 4. Podsumowanie i wnioski koncowe

ZYozono$¢ 1 dynamika metabolizmu wtérnego roslin, bedgca ewolucyjng odpowiedzig na presje
srodowiskowa, nabiera szczegdlnego znaczenia w konteks$cie rolnictwa i bezpieczenstwa
zywnosci, ze wzgledu na unikalng, dwoista funkcje, ktora pozwala zaréwno aktywnie
uczestniczy¢ w neutralizacji ksenobiotykow, jak i odzwierciedlaé w swoim profilu skale
i charakter presji chemicznej. Jako integralne elementy endogennych systeméw detoksykacji,
metabolity wtérne unieszkodliwiaja toksyczne substancje, a jednocze$nie, poprzez zmiany
w swoim profilu ilo§ciowym 1 jako$ciowym, stajg si¢ niezwykle czulymi i specyficznymi
wskaznikami (biomarkerami) narazenia, dostarczajagc tym samym kluczowych informacji
o stanie fizjologicznym rosliny oraz skazeniu srodowiska i zywnos$ci. Metabolity wtorne sg nie
tylko wskaznikami ekspozycji na pestycydy, ale rowniez integralnym elementem mechanizmow
adaptacyjnych ro$lin, umozliwiajacym im przetrwanie w S$rodowisku obcigzonym presja
chemiczng. Ich obecnos¢ i zmienno$¢ odzwierciedlajg aktywno$¢ szlakow detoksykacyjnych,
efektywnos¢ neutralizacji stresu oksydacyjnego oraz zdolno$¢ do utrzymania homeostazy

metabolicznej w warunkach ekspozycji na ksenobiotyki.

Przedstawiona rozprawa doktorska, zrealizowana w oparciu o cykl pigciu publikacji
naukowych, stanowi spdjne 1 wieloaspektowe studium nad dynamika metabolizmu wtérnego
w odpowiedzi na ekspozycj¢ na substancje egzogenne. Zaprojektowany w sposob progresywny
tok badawczy, ewoluujacy od fundamentalnych badan na eukariotycznym organizmie
modelowym do zlozonych systemoéw roslinnych i rzeczywistych matryc roslin jadalnych,
umozliwil nie tylko opracowanie i walidacj¢ zaawansowanych procedur analitycznych, ale
takze doglebne zrozumienie mechanizméw biochemicznych lezacych u podstaw komorkowe;
odpowiedzi na stres chemiczny. Zastosowanie zintegrowanej strategii, synergicznie tgczacej
celowang 1 niecelowang analiz¢ metabolomiczng z zaawansowanymi narzedziami
chemometrycznymi i bioinformatycznymi, doprowadzito do uzyskania nowatorskich i spdjnych

wynikow o istotnym potencjalne poznawczym i aplikacyjnym.

Strona 59 z 74



W toku realizacji pracy doktorskiej uzyskatam nastepujace osiggniecia naukowe:

1.

Opracowalam 1 zwalidowatam szereg oryginalnych procedur analitycznych opartych na
technice LC-MS/MS, ktore stanowia gotowe narzedzia do precyzyjnej, czulej
1 selektywnej analizy metabolitéw wtdrnych w zréznicowanych, zlozonych matrycach
biologicznych takich jak drozdze, zboza, owoce. Optymalizacja warunkéw
poszczegbdlnych etapow badan od przygotowania probek, poprzez dobranie
odpowiednich  parametrow  instrumentalnych po  zaawansowane  analizy
chemometryczne, pozwolita na wuzyskanie wiarygodnych danych ilo$ciowych

1 jakosciowych, co stanowito fundament dla wszystkich dalszych badan.

Badania przeprowadzone na modelu drozdzy Saccharomyces cerevisiae jednoznacznie
potwierdzity, ze badane substancje egzogenne indukuja mierzalne i charakterystyczne
zmiany w metabolizmie wtornym. W przypadku NTBC wykazatam, Ze to nie substancja
macierzysta, lecz jej produkty transformacji, odgrywaja dominujacg rolg
w modulowaniu endogennych szlakow metabolicznych, w szczegdlnosci katabolizmu
aminokwasow aromatycznych. W badaniach nad AMT 1 RMT po raz pierwszy
udowodnitam, ze substancje nalezace do tej samej grupy zwigzkow chemicznych
wywieraja odmienny i specyficzny wpltyw na profil metaboliczny. Potwierdzilo to
stuszno$¢ fundamentalnej hipotezy pracy, dowodzac, ze sygnat analityczny pochodzacy
z odpowiedzi metabolicznej organizmu dostarcza pelniejszej i bardziej wiarygodnej

informacji o skutkach narazenia niz sam pomiar st¢zenia substancji macierzyste;.

Przeniesienie badan na zlozone systemy ro$linne — pszenice i jeczmien — oraz
strategiczne rozszerzenie metodyki o wysokorozdzielczg spektrometri¢ mas, pozwolito
na szczegOtowag charakterystyke losow pestycydow w tkankach ro$linnych.
Porownawcze badania pestycydow syntetycznych 1 naturalnych dostarczyly
jednoznacznych dowoddéw na to, ze badane zwiazki allelopatyczne (HIN, UMB)
wykazujg znacznie nizszg zdolno$¢ do trwatego zaburzania metabolizmu zb6z. Wyniki
te stanowig nie tylko wktad w rozwoj strategii zrownowazonej ochrony roslin, ale przede
wszystkim dowodza, ze profilowanie metaboliczne jest czulym narzedziem

analitycznym, umozliwiajacym roznicowanie subtelnych skutkéw biologicznych
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wywotanych przez rozne klasy ksenobiotykow, co w peini realizuje gléwny cel

badawczy pracy.

Koncowy etap badan, przeprowadzony na rzeczywistych probkach, doprowadzit do
zidentyfikowania i scharakteryzowania, po raz pierwszy w tak szerokim ujegciu,
uniwersalnego panelu 15 biomarkeréw ro$linnych, ktorych profil ulega statym
i powtarzalnym zmianom w odpowiedzi na stres pestycydowy, niezaleznie od rodzaju
matrycy 1 narazenia. Opracowana metodologia, oparta na metabolicznym odcisku palca,
stanowi innowacyjne narzg¢dzie do szybkiego, przesiewowego i niezaleznego od analizy
pozostatosci wykrywania chemicznego stresu w roslinach jadalnych, co otwiera droge

do nowych strategii oceny bezpieczenstwa zywnosci.

Kluczowe dla interpretacji wynikow bylo zastosowanie przeze mnie zaawansowanej
obrobki chemometrycznej i bioinformatycznej. Wykorzystanie pelnego spektrum
narzgdzi — od nienadzorowanych (PCA) i nadzorowanych (PLS-DA, OPLS-DA) metod
klasyfikacji, przez analiz¢ istotnosci zmiennych (test -Studenta, ANOVA, VIP), az po
zaawansowane techniki, takie jak analiza sieci korelacji (algorytm DSPC) 1 analiza
wzbogacania szlakoéw metabolicznych (algorytm Mummichog, przyporzadkowanie do
bazy KEGG) — pozwolito na transformacj¢ surowych danych analitycznych w spojna
wiedz¢ metabolomiczng. Umozliwito to nie tylko selekcje potencjalnych biomarkerow,
ale takze zrozumienie ich wzajemnych zalezno$ci i umieszczenie ich w kontekscie

kluczowych szlakoéw biochemicznych zaburzanych przez ksenobiotyki.
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Perspektywa przyszlych badan

Wyniki uzyskane w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej otwieraja szerokie perspektywy dla
dalszych badan naukowych i aplikacyjnych, wskazujac na kilka kluczowych kierunkow

rozwoju.

Rozwdj i walidacja panelu biomarkeréw: Zidentyfikowany panel 15 biomarkeréw wymaga
dalszej walidacji na szerszej grupie matryc zywnosciowych oraz w odniesieniu do wigkszej
liczby klas pestycydoéw i ich mieszanin. Badania powinny zmierza¢ w kierunku opracowania
modeli ilosciowych, korelujacych intensywnos¢ odpowiedzi metabolicznej ze stezeniem

poszczegblnych ksenobiotykow, co umozliwitoby predykcyjng oceng stopnia skazenia.

Opracowanie bioczujnikéw do szybkiej analizy przesiewowej: Zidentyfikowane biomarkery
moga stanowi¢ podstawe do projektowania nowatorskich bioczujnikéw. Rozwdj takich
narzedzi, opartych np. na technologiach -elektrochemicznych lub optycznych, mogiby
umozliwi¢ stworzenie przenosnych, szybkich i tanich testow do wstepnej kontroli jakosci
zywnosci bezposrednio w punktach przyjecia surowca lub na liniach produkcyjnych, znaczaco

usprawniajac systemy bezpieczenstwa zywnosci.

Integracja z innymi technikami ,,omicznymi”: Pelne zrozumienie mechanizmow odpowiedzi
roslin na ksenobiotyki wymaga zintegrowanego podejscia systemowego. Potaczenie
uzyskanych danych metabolomicznych z danymi z zakresu genomiki, transkryptomiki
1 proteomiki pozwoliloby na stworzenie holistycznego obrazu proceséw molekularnych, od
ekspresji genéw po koncowy produkt metaboliczny. Taka integracja umozliwitaby identyfikacje
genow 1 biatek odpowiedzialnych za detoksykacje oraz wskazanie potencjalnych celow dla

inzynierii genetycznej w celu zwigkszenia odpornosci roslin.

Podsumowujac, niniejsza rozprawa doktorska wnosi znaczacy wktad w rozwdj dyscypliny nauk
chemicznych, a w szczeg6lno$ci w dynamicznie rozwijajaca si¢ dziedzing metabolomiki.
Kluczowym, nowatorskim osiggnig¢ciem tej pracy jest empiryczne udowodnienie, ze ztozony
wzorzec zmian metabolicznych moze petni¢ funkcje wiarygodnego, zintegrowanego sygnatu
analitycznego. Praca ta nie tylko przedstawia nowe wyniki i poszerza wiedze teoretyczng, ale
takze proponuje zmiang¢ perspektywy w analitycznej ocenie bezpieczenstwa chemicznego,
otwierajgc obiecujace $ciezki dla praktycznych zastosowan w ochronie zdrowia publicznego

1 zrownowazonym rolnictwie.
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Sekeji Mlodych Polskiego Towarzystwa Chemicznego (09.12.2023, £.6dZ) konferencja
ogolnopolska — poster

Kostina-Bednarz, M.*, Barchanska, H., Plonka, J. ,,Profilowanie metaboliczne do oceny
wplywu amantadyny i rymantadyny na metabolizm wtorny organizmu modelowego”,
XIIT Polska Konferencja Chromatograficzna (25-28.06.2023, Katowice) konferencja
ogolnopolska — komunikat ustny

Kostina-Bednarz, M.*, Barchanska, H., Plonka, J. ,,Opracowanie warunkéw wydzielania
1 chromatograficznego oznaczania zwigzkéw wchodzacych w szlak kwasu szikimowego
drozdzy”, 64. Zjazd Naukowy Polskiego Towarzystwa Chemicznego (11-16.09.2022,
Lublin) konferencja ogo6lnopolska — komunikat ustny

Kostina-Bednarz, M.*, Barchanska, H., Plonka, J. ,Preliminary studies of nitisinone
metabolism in model systems”, Computational Oncology and Personalized Medicine. The
challenges of the future (27.04.2022, Gliwice) — komunikat ustny

Barchanska, H.*, Plonka, J., Kostina-Bednarz, M., Shakeel, N. , Metabolity wtorne
roslin jako Zrédto sygnalu analitycznego w kontroli jako$ci Zywnosci pochodzenia
ro$linnego”, V Ogdlnopolska Konferencja Naukowa Pierwotne i Wtorne Metabolity

Roslin 1 Grzybow (27.01.2022, online) konferencja ogdlnopolska — komunikat ustny

IV. Projekty badawcze i wspolprace naukowe

1.

Wspotpraca naukowa z akredytowanym laboratorium analitycznym i2 Analytical Limited
Sp. z 0. 0. oddzial w Polsce, Ruda Slaska (od 2023 roku)

Wspolpraca naukowa z instytutem naukowym na Lotwie Institute of Food Safety, Animal
Health and Environment ,,.BIOR”, Ryga, Lotwa (od 2022 roku)

Grant ,,Kompleksowe wsparcie rozwoju Wspdlnej Szkoly Doktorskiej 1 aktywnos$ci
naukowej doktorantdw zwigzanej z potrzebami zielonej i1 cyfrowej gospodarki”
realizowany przez Politechnike Slaska w ramach Funduszy Europejskich, numer projektu:
FESL.10.25-1Z2.01-07E7/23 (24.01.2025-30.09.2025) — uczestnik

Grant projakosciowy na dofinansowanie rozpoczecia dzialalno$ci naukowej w nowej

tematyce badawczej w ramach programu Inicjatywa Doskonatosci — Uczelnia Badawcza
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na Politechnice Slaskiej ,,Identyfikacja metabolitéw hinokitiolu — naturalnego pestycydu
w celu okreslenia jego mechanizmu dziatania”, numer projektu: 32/014/SDU/10-22-94
(29.11.2024-30.09.2025) — kierownik

5.  Grant projakosciowy na dofinansowanie badan o charakterze przelomowym w ramach
programu Inicjatywa Doskonatosci — Uczelnia Badawcza na Politechnice Slaskiej
,Badania nad metabolizmem amantadyny”, numer projektu: 32/014/SDU/10-21-03
(06.06.2022-05.06.2024) — kierownik

6.  Migdzynarodowy projekt wspotfinansowanym przez Rzady Czech, Wegier, Polski
i Stlowacji  poprzez Granty Wyszehradzkie 2z Migdzynarodowego Funduszu
Wyszehradzkiego. V4 Summer School on Smart Analytical Science — V4SSSAS, project
id: 22310207 (23-28.09.2024) — uczestnik

7.  Projekt BKM ,Zastosowanie analizy niecelowanej LC-MS/MS do badan
monitoringowych pozostatosci $rodkéw ochrony ros§lin w owocach i warzywach”,
nr projektu: BKM-533/RCH1/2024 (rok akademicki 2024/2025)— kierownik

8.  Projekt BKM ,,Analiza niecelowana do oceny narazenia pestycydami roslin jadalnych;
numer projektu”, nr projektu: BKM-531/RCH1/2023 (rok akademicki 2022/2023)
— kierownik

9.  Projekt BKM ,,Opracowanie metody wydzielania amin biogennych z materiatow
biologicznych”, numer projektu: BKM-591/RCH1/2022 (rok akademicki 2021/2022)

— kierownik
V. Warsztaty i szkolenia

1. Szkolenie ,,Statistics with R and RStudio” (07-09.04.2025, online)

2. Szkolenie ,,Dedicated Individual Workshops on Bioinformatics Analysis of Metabolomic
Data” (05-07.03.2025, online)

3. Szkolenie ,,Introduction to R Programming” (11-13.12.2024, online)

4.  Szkolenie ,,Analysis of metabolomics data — chromatography — mass spectrometry”
(10-11.02.2024, online)

5. Szkolenie ,,Advanced analysis of metabolomics data — chromatography — mass

spectrometry” (07—08.11.2023, online)
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Szkolenie w zakresie przygotowania do pracy w charakterze kierownika projektow
badawczych (05-06.2023, Gliwice)

Szkolenie ,,Szkolenie grupowe z zakresu obstugi LC-MS/MS (Dionex/AB Sciex
Q-Trap 4000) i oprogramowania MarkerView” (15-17.11.2021, Gliwice)

VI. Dzialalnos$¢ dydaktyczna i naukowa

1.

10.

11.

Opiekun naukowy prac magisterskich realizowanych przez inz. Dari¢ Gabryszak
1 inz. Barbar¢ Kurylas (rok akademicki 2024/2025)

Pomocniczy opiekun naukowy w projekcie PBL ,,Allelopatyki jako ekologiczna
alternatywa dla pestycydow syntetycznych” (10.2024-01.2025)

Nagroda Stypendium Rektora dla najlepszych doktorantéw (rok akademicki 2024/2025)
Wspotorganizator wydarzenia ,,Chemikalia — twoja atomowa uczta wiedzy 20247,
Wydziat Chemiczny Politechniki Slaskiej (21.06.2024)

Wspotorganizator wydarzenia ,,Sesja Posterowa Dyplomantow 2024”7, Wydziat
Chemiczny Politechniki Slaskiej (21.06.2024)

Opiekun naukowy Studenckiego Kota Naukowego Chemikow podczas 30. edycji
Wiosennych Targéw Pracy, Przedsiebiorczosci, Technologii i Dostepnosci Politechniki
Slaskiej (11.03.2024)

Opiekun naukowy Studenckiego Kota Naukowego Chemikow podczas warsztatow
z elektrochemii w ramach zaje¢ ,,0d $redniaka do studenciaka” dla uczniow ALO
w Rybniku (12.02.2024)

Pomocniczy opiekun naukowy w projekcie PBL ,,Poprawa walorow konsumpcyjnych
wody wodociggowej” (10.2023-01.2024)

Czlonkini Polskiego Towarzystwa Chemicznego (od 2023 roku)

Opiekun naukowy prac magisterskich realizowanych przez inz. Natali¢ Woclawek
1inz. Samuela Szmida (rok akademicki 2022/2023)

Opiekun naukowy prac magisterskich realizowanych przez inz. Klaudi¢ Mrozek

1 inz. Pauling Nowak (rok akademicki 2021/2022)
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