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ABSTRACT

Fast and accurate diagnosis of brain tumors is a critical step in effective patient
therapy. However, challenges arise due to the complex anatomy of the brain and the
late manifestation of symptoms, making diagnosis often difficult. Therefore,
interdisciplinary research at the intersection of analytical chemistry, medical
diagnostics, and chemical engineering is essential to develop new diagnostic
approaches that facilitate the analysis of neoplastic changes in the brain. One of many
promising technologies is solid-phase microextraction (SPME), also known as
chemical biopsy. This method allows for the extraction of compounds from
biological samples and solid ones such as tumors. However, selecting potential
biomarkers is equally important to developing and optimizing appropriate analytical
tools. Lipids have recently gained attention for their significant roles in cancer
processes. Thus, the applicability of SPME probes in the analysis of brain tumor
lipidome was assessed.

Chemical biopsy was used in the analysis of brain tumors, revealing that the
lipidomic profiles of benign meningiomas significantly differed from those obtained
from malignant lesions, such as gliomas. Furthermore, it was proven that sampling
using the SPME probe was reliable. Studies focusing on gliomas demonstrated that
the lipidome of these brain tumors varied depending on the grade of malignancy and
the status of IDH1/2 mutations. Moreover, it was also proven that acylcarnitines,
which take part in lipid oxidation, were altered. Their content in neoplastic tissue
increased along with a worse clinical prognosis, specifically in lesions with a higher
degree of malignancy and in samples without mutations in the IDH1/2 gene.

It was also reported that SPME probes could be a helpful method for probing brain
during neurosurgical procedures from two brain structures 1n replicates
simultaneously. As a result, extracting a set of metabolites with a wide range of
physicochemical properties was possible. Most of them were lipids with interesting
patterns in studied structures. However, due to the small cohort of patients and high
diversity of samples, a detailed discussion on the biological role and implications to
the spatial distribution was not conducted.

To sum up, solid-phase microextraction probes were useful in brain tumors lipidomic
and acylcarnitine profiling of meningiomas and gliomas, considering malignancy
degree and genotype. It has also been observed that chemical biopsy can serve as a
valuable tool in in vivo brain research, indicating future directions for studies of brain
tumors during neurosurgical procedures.

Keywords: solid-phase microextraction, brain tumor, diagnostics, lipidomics, mass
spectrometry

Stowa kluczowe: mikroekstrakcja do fazy stalej, guz mozgu, diagnostyka,
lipidomika, spektrometria mas
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

CACT — ang. Carnitine-acylcarnitine translocase, Translokaza karnityno-
acylokarnitynowa

CBS-MS —ang. Coated blade spray mass spectrometry

CPT — ang. Carnitine palmitoyltransferase, Palmitoilotransferaza
karnitynowa

CT — ang. Computed tomography Tomografia komputerowa

DESI-MS — ang. Desoption electrospray ionization mass spectrometry,

Desorpcyjna jonizacja przez elektrorozpylanie polaczona ze
spektrometrig mas

ESI — ang. Electrospray Ionization, Jonizacja przez elektrorozpylenie

FA — ang. Fatty acids, Kwasy tluszczowe

FAO — ang. Fatty acids oxidation, Utlenianie kwasow tluszczowych

HGG — ang. High grade glioma, Wysoko-zlosliwy glejak

HILIC — ang. Hydrophilic interaction liquid chromatography,
Chromatografia oddziatywan hydroflowych

HLB — ang. Hydrophilic-lipophilic balance, Réwnowaga hydrofilowo-
lipofilowa

HRMS — ang. High resolution mass spectrometry, Wysokorozdzielcza
spektrometria mas

IDH — ang. Isocitrate dehydrogenase, Dehydrogenaza izocytrynianowa

IDHm —ang. IDH mutant, Mutacja w IDH

IDHw —ang. IDH wildtype, IDH typu dzikiego

LC — ang. Liquid chromatography Chromatografia cieczowa

LCAC — ang. Long chains acylocarnitines, Acylokarnityny o dlugim
fancuchu acylowym

LCAD —ang. Long-chain acylocarnitines dehydrogenase, Dehydrogenaza
dlugotancuchowych acylo-coA

LGG —ang. Low grade glioma, Nisko-zlosliwy glejak

LPC — ang. Lysophosphatydylocholine,  Lisofosfostatydylcholina

MOI-MS — ang. Microfluidic open interface mass spectrometry

MRI — ang. Magnetic resonance imaging, Obrazowanie rezonansem
magnetycznym

MS — ang. Mass spectrometry, Spektrometria mas

PC — ang. Glycerophosphocholine, Fosfatydylocholina

PE — ang. Glycerophosphoethanolamine, Fosfatydyloetanoloamina

PET — ang. Positron emission tomography, Pozytonowa tomografia
emisyjna

PG — ang. Glycerophosphoglycerol, Fosfatydyloglicerol

PS — ang. Glycerophosphoserine, Fosfatydyloseryna

REIMS — ang. Rapid evaporative ionization mass spectrometry, Szybka
ewaporacyjno-jonizacyjna spektrometria mas

RPLC — ang. Reversed phase liquid chromatography, Chromatografia
odwroconych faz

SCAC — ang. Short acylcarnitine chains Acylokarnityny o krotkim
tancuchu acylowym

SPME — ang. Solid phase microextraction, Mikroekstrakcja do fazy stalej

WHO — ang. World Health Organization, Swiatowa Organizacja Zdrowia
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WPROWADZENIE

Zto§liwe pierwotne guzy modzgu s3 zmianami nowotworowymi o jednym z
najwyzszych wspotczynnikoéw $miertelnosei [1]. Wiekszo$¢ z nich jest sklasyfikowana
jako glejaki, wsrod ktorych wyrdznia si¢ wiele podtypow roznicowanych na podstawie
badan histopatologicznych oraz wystepowania zmian genetycznych, takich jak mutacja
w genie kodujagcym dehydrogenaze izocytrynianowa 1/2 (IDH1/2) lub kodelecja
chromosomu 1p/19q [2]. Leczenie guzéw mozgu w wigkszosci przypadkdw opiera si¢ na
usunigciu zmiany nowotworowej z odpowiednimi marginesami. Podejscie to czgsto jest
uzupelniane chemio- i/lub radioterapia. Rokowanie kliniczne pacjenta roézni si¢ w
zaleznosci od typu guza i stopnia jego ztosliwosci, jesli jednak u pacjenta wystepuje
glejak wielopostaciowy to czas przezycia pacjenta wynosi kilka- kilkanascie miesigcy
[3,4]. Niski wspotczynnik przezycia i wysoki odsetek nawrotéw sa bezposrednio
zwigzane z brakiem skutecznych metod diagnostycznych [5]. Wezesne wykrycie guzow
moézgu stanowi wyzwanie ze wzgledu na niespecyficzne objawy choroby oraz ich p6zng
manifestacje. W zwigzku z tym wazne jest zbadanie nowych mozliwosci oferowanych
przez badania translacyjne, ktore taczag medycyne, chemi¢ analityczng i inzynieri¢
chemiczna.

Zastosowanie ,nauk omicznych”, takich jak genomika, metabolomika i
lipidomika, moze zapewni¢ uzyteczne narzedzie do okre$lania biomarkeréow, ktoére
potencjalnie pomoze w wyborze 1 monitorowaniu zastosowanego podejscia
terapeutycznego [6]. Lipidomika zajmuje si¢ badaniem profilu lipidow, ich interakcji oraz
funkcji w komoérkach i tkankach [7]. Zwiazki lipidowe pelnia rézne istotne funkcje w
komorce, tkance, organizmie, ktére moga zmienia¢ si¢ w trakcie karcynogenezy [7,8].
Do analizy tych zmian wykorzystywane sg r6znorodne platformy analityczne, w tym
techniki oparte o spektrometri¢ mas, ktora umozliwia ich identyfikacje. Nalezy jednak
zauwazy¢, ze probki state, takie jak tkanki, wymagaja odpowiedniego przygotowania
przed analiza, co zazwyczaj wiaze si¢ z procesami homogenizacji i ekstrakcji analitow z
probki badanej [9]. Te procedury sg nie tylko czasochtonne, ale rowniez utrudniajg dalsze
badania ze wzgledu na trwata modyfikacje pobranego materiatu biologicznego. W
odpowiedzi na te wyzwania naukowcy pracujg nad nowymi metodami, ktore eliminuja
konieczno$¢ homogenizacji [9]. Jedng z proponowanych technologii jest mikroekstrakcja
do fazy stalej (SPME), ktora w rzeczywistosci umozliwia analize tkanek bez
wczesniejszego przygotowania.

Sonda SPME sklada si¢ z sorbentu optaszczonego na najczgéciej tytanowo-
niklowym wioknie. Srednica sondy wynosi okoto 200 um, co czyni ja znacznie ciensza
od klasycznej igly do biopsji mozgu (ok. 1,8 mm) [10-12]. Zasada metody SPME opiera
si¢ na interakcji migdzy analitami znajdujacymi si¢ w probce a sorbentem az do ustalenia
si¢ stanu réwnowagi, a czas ten jest rézny w zaleznoSci od wlasciwosci
fizykochemicznych badanych analitow (Rys. 1). W przypadku badan biomedycznych
optymalizacja czasu ekstrakcji powinna stanowi¢ kompromis pomi¢dzy mozliwym do
zastosowania czasem a wydajno$cig ekstrakcji. W badaniach biomedycznych istotne jest
takze, ze pobranie analitow z wykorzystaniem sond SPME nie powoduje zuzycia probki
stad tez technika ta nazywana jest ,biopsja chemiczng” [13]. Oprécz minimalnej
inwazyjno$ci podczas pobierania probek, widkna SPME oferuja kilka innych kluczowych
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cech, ktore sa przydatne w aplikacjach biomedycznych. Po pierwsze, biopsja chemiczna
jest metoda niezubozajaca, co oznacza, ze w danych warunkach pobiera si¢ tylko
nieznaczng cz¢$¢ wolnej frakcji analitow dzigki czemu nie dochodzi do zaburzenia
szlakow metabolicznych w badanej tkance i mozliwe jest wielokrotne pobieranie probek
w punktach czasowych [13]. Dodatkowo poprzez oddzialywanie analitu z sorbentem
zahamowywany zostaje udzial danego zwiazku w przemianach biochemicznych
regulowanych przez enzymy tkankowe, co umozliwia analiz¢ nawet niestabilnych
substancji [14]. Zwroci¢ uwagg takze nalezy, ze protokot biopsji chemicznej jest prosty i
szybki. Podczas pobierania probek sondg wprowadza si¢ bezposrednio do tkanki/narzadu
na okreslony czas, a nastgpnie ptucze woda, aby usuna¢ potencjalne resztki tkanki lub
pltynéw biologicznych, ktéore moga by¢ niespecyficznie zwigzane z sorbentem. Sondg
mozna nastepnie przetransportowaé do laboratorium i przechowywac lub bezposrednio
podda¢ analizie instrumentalnej [10,15].

Opierajac si¢ o role lipidow w kancerogenezie oraz o doniesienia dotyczace
aplikacji sond SPME w diagnostyce guzow moézgu celem niniejszego przegladu literatury
jest ocena uzytecznosci sond mikroekstrakcyjnych w lipidomicznej diagnostyce guzoéw
mozgu.
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Rysunek 1. Protokét mikroekstrakeji do fazy state;j.
Figure 1. Protocol of solid-phase microextraction.

1. ANALIZA LIPIDOMU GUZOW MOZGU

Opracowanie szybkiej i precyzyjnej metody $rodoperacyjnej do réznicowania
zmian nowotworowych wcigz stanowi wyzwanie w medycynie laboratoryjnej. Kluczowe
jest znalezienie i optymalizacja prostej oraz skutecznej platformy analitycznej, ktora
umozliwi wybor zwiazkoéw charakterystycznych dla konkretnego rodzaju guza, jego
stopnia zlosliwosci oraz genotypu [5]. Sondy SPME zostaly zaproponowane jako
przydatne narzedzie w profilowaniu metabolomicznym jak i lipidomicznym [16,17]. Ze
wzgledu na udziat lipidow w wielu procesach biochemicznych dotyczacych sygnalizacji
komorkowej, funkcjonalnosci blony komorkowej, zapotrzebowania energetycznego
szczegdlna uwaga zostat poswigcona tym zwigzkom [7,17].

Analizg lipidomiczna guzéw mozgu z wykorzystaniem sond SPME raportowata
Bogusiewicz i wsp. [17] Analiz¢ instrumentalng przeprowadzono przy uzyciu chromato-
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grafii cieczowej polaczonej z wysokorozdzielcza spektrometria mas (LC-HRMS). W
pierwszym etapie wykonano eksperyment, ktory miat na celu ocen¢ wiarygodnosci
poboru probek z heterogennej tkanki nowotworowej oraz przydatnosci zaproponowane;j
platformy analitycznej do roznicowania histologicznie roznych guzéw, takich jak
oponiaki 1 glejaki. Nastepnie przeprowadzono szczegétowa analize glejakow,
koncentrujac si¢ na profilach lipidomicznych tych zmian w konteksécie stopnia
ztosliwosci, statusu mutacji w genie IDH1/2 oraz obecnosci kodelecji 1p/19q.

Zmiany nowotworowe charakteryzuja si¢ duzym zréznicowaniem zaro6wno
migdzyosobniczym jak i wewnatrz guza na wielu poziomach, np. histologicznym,
metabolomicznym, epigenetycznym [4]. Heterogenno$¢ ta stanowi powazny problem w
badaniach, w ktorych analizowane sa jedynie niewielkie fragmenty zmian, co moze
wplywa¢ na wiarygodno$¢ uzyskanych wynikoéw i mala reprezentatywnos¢ wyniku. W
zwigzku z tym Bogusiewicz i wsp. podjeli si¢ weryfikacji analiz wykonanych z
wykorzystaniem sond SPME, ktére maja $rednicg zaledwie 200 um i pozwalaja na
ekstrakcje analitow z wybranego, ograniczonego obszaru wokot wtdokna. Wprowadzono
po 3 sondy do 8 guzow moézgu — 4 oponiakéw i 4 glejakow [17]. Zaobserwowano, ze
profile lipidowe pobrane z danej zmiany sa podobne i grupuja si¢ w zestawy
odpowiadajace okreslonemu typowi guza (Rys.2). Wyniki te sugeruja, ze uzyskany profil
lipidowy z widkien wprowadzonych do konkretnego guza jest charakterystyczny dla tej
zmiany, a profile analitéw pobrane z danego guza wykazuja ze soba korelacjge. Wybor
sondy z odpowiednio dlugim sorbentem, np. 7 mm wydaje si¢ zatem korzystny do
ekstrakcji zwiazkow z catej zmiany, co pozwala na uzyskanie usrednionego profilu
lipidomicznego. Dodatkowo nalezy wspomnie¢, ze w razie konieczno$ci dhugos¢
sorbentu na sondzie mozna dopasowa¢ do celu badania — dlugie pokrycie w ocenie
usrednionego lipidomu catej zmiany, a krétsze, gdy celem jest ocena sktadu lipidowego
w réznych czesciach zmiany.
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Rysunek 2.  PCA dla oponiakow i glejakow z ktorych pobierane byty probki w tescie oceny wiarygodnosci
wynikéw [17].
Figure 2. PCA for meningiomas and gliomas sampled in the outcome assessment test [17].
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W pierwszej kolejnosci w celu przetestowania badanej platformy analitycznej
do réznicowania tkanek idealnym byloby réznicowanie tkanki zdrowej i nowotworowo
zmienionej. Niestety ze wzgledu na brak mozliwosci wycigcia zdrowej tkanki z mézgu
pacjenta wstepne badania przedstawione przez Bogusiewicz i wsp. [17] opieraly si¢ o
réznicowanie histologicznie réznych zmian: lagodnych oponiakéw i zlosliwych
glejakow. Zaobserwowano, ze lipidomy tych zmian nowotworowych réznit si¢ co
sugeruje, ze testowana platforma analityczna moze by¢ uzyteczna w ocenie guzow
moézgu.

Prowadzac szczegotowe badania glejakow Bogusiewicz i wsp. [17]
zaobserwowali, ze guzy o roznym stopniu ztos§liwosci posiadaly rozne profile
lipidomiczne (Ryc. 3). Lizofosfolipidy (LPC), takie jak LPC P-16:0, LPC P-18:0 oraz
LPC 18:2, byly obecne w glejakach wysokoztosliwych (HGG) w ponad dwukrotnie
wyzszej ilosci niz w glejakach niskoztosliwych (LGG). Zauwazono rowniez, ze ilos¢
SM 42:1;02 byta mniejsza w bardziej zlosliwych zmianach. Analizy chemometryczne
pozwolily na wyselekcjonowanie tylko czterech potencjalnych zwiazkow lipidowych, z
czego dla dwoch z nich udato si¢ potwierdzi¢ strukture podczas fragmentacji (analiza
MS/MS). Wsrod tych zwiazkow znalazt si¢ LPC P-16:0, ktérego poziom w HGG byt dwa
razy wyzszy niz w LGG, oraz SM 42:1;02, ktéry byl nizszy w bardziej ztosliwych
zmianach. We wspomnianym doniesieniu na temat analizy lipidomicznej guzéw mdzgu
raportowano takze zroznicowanie lipidomow glejakow o roznym statusie mutacji IDH1/2
(Ryc.3). Guzy bez mutacji charakteryzowaly si¢ znacznie zwigkszong iloscig
lizofosfolipidéw nizszym poziomem fosfatydylocholin (np. PC 32:1, PC 32:0, PC 36:1).
Istotne bylo rowniez to, ze poziom fosfatydyloetanoloamin byt nizszy w probkach bez
mutacji w genie IDH1/2 (IDHw) w poréwnaniu do tych z obecnosciag mutacji (IDHm).
Sfingolipidy nie wykazywaly wickszych zmian w zalezno$ci od statusu mutacji IDH1/2,
jedynie SM 43:4;,02 oraz LacCer 42:2;02 byly obecne w wyzszych stezeniach w
probkach bez mutacji IDH1/2. Dodatkowo, w analizie chemometrycznej udato sig¢
wyselekcjonowac zestaw 16 potencjalnych zwigzkow lipidowych, ktére moga by¢ uzyte
do roznicowania glejakéw na podstawie statusu mutacji IDH 1/2. Nie wykazano
natomiast, aby profile lipidowe guzow moézgu o rdéznych statusach kodelecji 1p/19q
roznity sie analizach chemometrycznych. Parametry walidacyjne dla takiego modelu byty
niesatysfakcjonujace. W zwiagzku z tym nie uzyskano zestawu lipidow, ktory umozliwitby
dyskryminacje guzoéw w zaleznosci od statusu kodelecji 1p/19q.

Podsumowujac, mimo ograniczonej grupy badanej, zauwazono, ze zardwno
stopien ztosliwosci, jak i status mutacji IDH1/2 moga wplywa¢ na zmiany lipidomu
guzéw moézgu. Biopsja chemiczna moze zatem by¢ uzytecznym narz¢dziem w ocenie
tych zmian.
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PLS-DA - stopien zlosliwosci

Parametr

Glioma_grade

Klasa
Parametery wiaczenia
zmiennej

LGG 1 HGG
pvalue<0.05
VIP-score>1

- Obrébla danych Log10, Autoscale
::. N 7 12
E s Liczba LV 3
i RMSEC 0.260 0.260
E RMSECV 0322 0322
uoc B2 (calibration) 0.710 0.710
| R2(CV) 0.570 0.570
Test permmaciji wilcoxon test —<0.05
¢ ma 1 significance test — 0.056
S S — rand t-test — <0.05

PLS-DA — obecnos$¢ mutacji IDH1/2

Paramety TDH mutation _starus
Klasa IDHm IDHw
Paramtery wiaczenia zmiennej p-vale<0.05
VIP-score=1
A Obroblka danych Logl0, Autoscale
= A N 10 9
g A= Ticiba LV I 2
£ ‘oAl RMSEC | 0.184 | 0.184
. RMSECV | 0.263 | 0.263
R2(calibration) | 0.864 | 0.864
R2(CV) | 0.736 | 0.736
Test permmtacji wilcoxon test —<0.05

significance test — <0.03
rand t-test — <0.05

Seores oLV 1(57.539

Rysunek 3.  PLS-DA oraz parametry jego walidacji dla lipidoméw glejakow o réznym stopniu ztosliwosci
oraz statusie mutacji IDH1/2 (na podstawie [17])

Figure 3. PLS-DA and its validation parameters for glioma lipidomes with different malignancy grades and
IDH1/2 mutation status (adapted from [17])

2. ANALIZA PROFILU ACYLOKARNITYN GUZOW MOZGU

Rozwdj procesu nowotworowego wiaze si¢ ze zwickszonym zapotrzebowaniem
energetycznym komoérek. W zwiazku z tym wraz z rozwojem nowotworu dojs¢ musi do
zmian adaptacyjnych w szlakach metabolicznych aby dopasowac¢ je do zmieniajacego si¢
mikro$rodowiska [18]. Szeroko raportowana modyfikacja metabolizmu jest efekt
Warburga, polegajacy na nasilonej glikolizie w wyniku ktérej dochodzi do wzrostu
produkcji mleczanu nawet w warunkach tlenowych [19]. Najnowsze badania sugeruja
jednak, ze zmiany w procesie utleniania kwasoéw ttuszczowych (FAO) moga rowniez
odgrywac istotng role w gospodarce energetycznej komoérek nowotworowych [19,20].
Oksydacja kwasow tluszczowych regulowana jest przez enzymy odpowiedzialne za
transport tancuchéw acylowych w mitochondriach, do biatek tych zalicza sig translokazg
karnityno-acylokarnitynowa (CACT), palmitoilotransferaz¢ karnitynowa 1 (CPT-1),
palmitoilotransferaz¢ karnitynowa 2 (CPT-2) oraz dehydrogenaze¢ dhugotancuchowych
acylo-CoA (LCAD) [19]. Aktywnos$¢ i funkcje tych biatek w nowotworach byly szeroko
badane, brakuje jednak nadal danych na temat profilowania metabolitow powstajacych w
trakcie oksydacji lipidow czyli acylokarnityn [19].

Badania przedstawione przez Bogusiewicz i wsp. [21] wykazaly, ze
zastosowanie mikroekstrakcji do fazy stalej w polaczeniu z platformg LC-HRMS
umozliwitlo wyekstrahowanie i analiz¢ karnityny oraz jej 22 estrow. Acylokarnityny o
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krotkim tancuchu acylowym (SCAC) oraz acylokarnityny o dtugim tancuchu acylowym
(LCAC) utworzyly wyraznie oddzielone klastry korelacji. Autorzy badan sugeruja, ze
moze to wskazywa¢ na roézne poziomy zaleznosSci od enzymow transportujacych
acylokarnityny w btonach mitochondrium. Zwiagzki o dlugim tancuchu acylowym sg
Scisle uzaleznione od aktywnos$ci m.in. CPT, CACT, LCAD, podczas gdy SCAC moga
by¢ czesciowo transportowane niezaleznie od nich[20].

Zaprezentowane przez Bogusiewicz i wsp. [21] wyniki analizy statystycznej
wykazaly istotnie rozne (p<0,05) poziomy AC C3:0, AC C9:0, AC C10:1, AC C14:2 oraz
AC C20:3 migdzy glejakami o wysokim stopniu zto§liwosci (HGG) a glejakami o niskim
stopniu ztosliwosci (LGG), przy czym wartosci pola powierzchni pod pikiem byty ponad
dwukrotnie wyzsze dla guzéw o wyzszej zlosliwosci (Rys 4.). Dodatkowo, wyniki
wykazaty wyzszy poziom AC C12:0 w probkach IDHw w poréwnaniu do probek z
mutacja w IDH1/2, a takze nizszy poziom AC C16:1 (Rys 4.). Zaobserwowano, Ze
powierzchnia piku dla AC C16:1 w probkach bez kodekcji 1p/19q (n-del) byta prawie
dwukrotnie mniejsza (p<0,05) niz w probkach z ta abberacja chromosomalng (del) (Rys
4).

Wiyniki te sugeruja, ze ilosci karnityny i acylokarnityn byly zazwyczaj wyzsze
w guzach o wyzszym stopniu ztosliwosci lub u pacjentéw z gorszym rokowaniem
klinicznym (np. pacjenci bez mutacji w genie IDH1/2).

ETa=
‘Wykres pozioméw grup acylokarnityn 4,21° 3,91t 3,37
| acczo  [OEYH 097 093
[ Accao  ERLY 1,68 1,68
Stopieii zlosliwosci Status mutacji Status kodelecji | acao OES 0,94 0,84
IDH1/2 1p/19q | accs:a 0K 0,78 0,83
| accso EED 1,00 1,22
450 420 150 m 0,66 0,51 1,11
g ® . =% 120 104 095
€ 350 8 350 g 30 29,98° 2,12 1,37
£ 30 g 3w g 200 [ accos  ECIEYTRN
8 ., 2 g g BT 153 103 | 093
e = i BTN 10 s 0%
e g 20 g [ accizo  [EETTRRRET IR
& 150 & 150 & 150 | accuaz RS 1,94 1,33

X | x =
¢ 100 | +F g 100 2 100 | acciax BN 1,19 1,02
* s0 i P ® 50 II H * 50 j J | accao | g':z ;':; ;"::C
o LM B gl 8 0 | Accien [ ! ,

¢CL ¢ L ERTETTE 092 0% 106
& & F FEF SCACMCAC LCAC Tl 05 079 086
BT 057 07 10
| Accoa EXE 1,77 1,73
WLGG HGG IDHm IDHW mdel mn-del | Acczoz [EEEEH 2,87 2,17
| acczo1r [N 1,25 11,19

Rysunek 4. Wykresy pozioméw grup acylokamityn oraz tabela wspotczynnikow dla poszczegdlnych
acylokarntyn w guzach o réznym stopniu ztosliwosci, statusie mutacji IDH1/2 oraz kodelecji
1p/19q. $rednia znormalizowana powierzchnia piku jest statystycznie istotna (p<0.05) dla
poréwnia * LGG i HGG, ®IDHw i IDHm, ®n-del i del. (na podstawie [21])

Figure 4. Graphs of acylcarnitine group levels and a table of coefficients for individual acylcarnitines in
tumors with different degrees of malignancy, IDH1/2 mutation status, and 1p/19q codeletion.
The average normalized peak area is statistically significant (p<0.05) for comparing * LGG and
HGG, ®IDHw and IDHm, ®n-del and del. (adapted from [21]).

Biochemiczna interpretacja uzyskanych danych jest jednak obarczona
niepewnoscia, wynikajaca z malej grupy badanej, duzej heterogennosci wynikdéw oraz
braku mozliwoséci odniesienia do danych uzyskanych metodami referencyjnymi (np.
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immunochemia do oceny aktywnosci enzymatycznej). Mimo tych ograniczen,
przedstawione badania stanowig podstawe do wnioskowania, ze dalsza, ukierunkowana
analiza ilo$ciowa acylokarnityn, wykorzystujaca proponowany protokét pobierania
probek SPME oraz metod¢ LC-HRMS, jest uzasadniona i moze stanowi¢ cenne
uzupehnienie innych testow stosowanych do oceny metabolizmu kwaséw thuszczowych.

3. PRZESTRZENNE PROFILOWANIE LUDZKIEJ TKANKI
MOZGOWEJ IN VIVO

W praktyce klinicznej podstawowym narzedziem wykorzystywanym w
diagnostyce guzow mozgu sa techniki obrazowania, ktore jednak dostarczaja
ograniczonych informacji o sktadzie chemicznym. Wykonywanie analiz biochemicznych
moézgu przyzyciowo, zwlaszcza u ludzi, jest niezwykle trudne z uwagi na ograniczony
dostep do tego narzadu a takze fakt, ze nawet najmniejsze uszkodzenie moze powodowac
zaburzenie ztozonych funkcji istotnych dla prawidtowego funkcjonowania organizmu.
Rozwdj nowych technologii, szczegoélnie platform opartych o spektrometric mas
poszerzyt mozliwosci diagnostyczne w neuroonkologii [9]. Jedna z takich technik jest
mikroekstrakcja do fazy statej. Opierajac si¢ na wczesniej przeprowadzonych badaniach
ex vivo 1 in vivo na mozgach zwierzat, ktore wykazaly bezpieczenstwo i wysoka
uzyteczno$¢ biopsji chemicznej postanowiono przetestowac t¢ technologi¢ w warunkach
szpitalnych, u ludzi, w trakcie zabiegu neurochirurgicznego [13,14,22,23].

Doniesienia opublikowane przez Bogusiewicz i wsp. [13], wedlug najlepszej
wiedzy autoréw, przedstawiaja pierwsza aplikacje SPME w badaniach przyzyciowych
ludzkiego mozgu. W celu osiaggnigcia kompromisu miedzy potrzebami analitycznymi a
uzytecznoscig w trakcie zabiegu neurochirurgicznego zastosowane zostaty modyfikacje
sond mikroekstrakcyjnych. Newralgicznym aspektem byt czas ekstrakcji zwigzkow,
ktoéry musiat by¢ wystarczajaco diugi, aby zapewni¢ odpowiednig czulo$é i jakos¢
danych, a jednocze$nie na tyle krétki, by byt bezpieczny i komfortowy dla pacjenta.
Dhugosc¢ fazy ekstrakcyjnej na sondzie rowniez miala znaczenie; wicksza powierzchnia
sorpcyjna (dtuzsza faza sorpcyjna) prowadzita do lepszego odzysku metabolitow. W
zwiazku z tym, w celu zwigkszenia powierzchni sorpcyjnej, potaczono cztery wiokna, z
ktérych dwa byly umiejscowione na innej wysokosci niz pozostate. Taka budowa sondy
ma umozliwi¢ w przysztosci jednoczesng analize tkanki zdrowej i chorobowo
zmienionej. Ze wzgledu jednak na duze zrdznicowanie tkanki guzowej, testy
Bogusiewicz i wsp. [13] zostaly przeprowadzone na tkance zdrowej. Podjeto si¢ bowiem
roéznicowania istoty bialej i szarej moézgu. W tym celu zastosowano cztery 3 mm wiokna,
ktoére wprowadzono wzdluz zaplanowanej trajektorii iglty biopsyjnej aby nie wprowadzaé
dodatkowych uszkodzen i pozostawiono je w tkance na 4 min.

Niecelowana analiza metabolomiczna i lipidomiczna wykazata, Zze badane
struktury moézgowia skladaty si¢ gléwnie ze zwigzkow lipidowych (Rys. 5).
grupe¢ badana analiza zmian biochemicznych i réznic miedzy istotami nie zostala
przeprowadzona. Interesujacym jednak jest fakt, ze biopsja chemiczna z powodzeniem
zostata zastosowana do przestrzennej charakterystyki metabolomicznej ludzkiego mézgu
in vivo przy uzyciu szybkiej i mato inwazyjnej metody. Proponowana metoda nie zaktdca
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rutynowych procedur medycznych, takich jak biopsja, i moze by¢ komplementarna
wobec innych technik stosowanych w neurobiologii, jak mikrodializa czy metody
elektrochemiczne [9]. W przypadku mikrodializy sonda z polprzepuszczalng membrana
umieszczana jest w mozgu pacjenta, a roztwor o odpowiednim skladzie jest
wpompowywany przez jedng z kapilar. Zwiazki przechodza do ptynu dializacyjnego na
zasadzie roznicy st¢zen, co moze by¢ ograniczone przez interakcje z lipidami, prowadzac
do zablokowania procesu dializy. Przy SPME tego problemu nie obserwuje si¢, a
dodatkowo nie ma potrzeby wprowadzania kaniuli, jak ma to miejsce w przypadku
mikrodializy. SPME umozliwia ekstrakcje réznych rodzajow zwiazkow, od
hydrofobowych lipidow po bardziej polarne metabolity, takie jak aminokwasy czy cukry.
Mikrodializa z kolei umozliwia gléwnie analiz¢ analitow polarnych [24].

Podsumowujac zaprezentowane badania wskazuja na uzyteczno$¢ sond
mikroekstrakcyjnych w badaniach srodoperacyjnych. Konieczne jednak bytoby skrocenie
czasu analizy instrumentalnej — analiza chromatograficzna jednej probki trwa zwykle
okoto 20 min. Stad tez istotne wydaje si¢ rozwazenie zastosowania zminiaturyzowanych
,mobilnych” spektrometréw mas, co umozliwitoby szybsza i bardziej kompaktowa
analiz¢ na miejscu [9]. Alternatywnie, detekcja fluorescencyjna lub spektroskopia
Ramana moglyby by¢ skutecznymi metodami, pozwalajacymi na uzyskanie doktadnych
informacji o sktadzie chemicznym préobek [25]. Dodatkowo kombinacja mikroekstrakcji
do fazy stalej bezposrednio ze spektrometrem mas moglaby znaczaco skroci¢ czas
analizy. Przykladowymi technikami mogtyby by¢ MOI-MS lub CBS-MS [9].
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Rysunek 5. Analiza szlakow biochemicznych wskazanych jako wazne w analizie metabolomicznej. Porownanie
znormalizowanych pot powierzchni pod pikiem dla badanych klas lipidow (na podstawie [13]).

Figure 5. Analysis of biochemical pathways identified as important in metabolomic analysis. Comparison of
normalized peak areas for lipid classes studied (adapted from [13]).

UWAGI KONCOWE

Podsumowujac, lipidomika moze by¢ przydatna w réznicowaniu guzow mozgu:
nieztosliwych oponiakow od ztosliwych glejakow, a takze zmian pochodzenia glejowego
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o roznym stopniu zto§liwosci oraz statusie mutacji IDH1/2. Na podstawie
prezentowanych badan nie wykazano jednak aby mozliwe byto réznicowanie zmian o
roznym statusie kodelecji 1p/19q. Grupa potencjalnych biomarkeréw jakimi sa
acylokarnityny charakteryzowata si¢ wyzszymi wartoSciami w guzach o gorszym
rokowaniu klinicznym- wyzszy stopien ztosliwosci, brak mutacji IDH1/2. Przydatnym
narzedziem do pobrania analitéw z tkanki okazaly si¢ sondy mikroestrakcyjne.
Zastosowanie wtokna z odpowiednio dtugim sorbentem umozliwia bowiem pobranie
zwigzkow charakterystycznych dla calej zmiany nowotworowej, pomimo jej
heterogennej struktury. Nadmieni¢ takze nalezy, ze biopsja chemiczna umozliwia
pobieranie probek bezposrednio w trakcie zabiegu neurochirurgicznego, w krotkim czasie
(4 minuty), z dwoch struktur jednoczes$nie i bez dodatkowego uszkodzenia tkanki.
Wickszo$§¢ ekstrahowanych zwigzkow stanowity lipidy, jednakze mata grupa badana
pacjentéw nie pozwolita na doglebng analizg statystyczng ze wskazaniem znaczacych
r6znic w profilu lipidow w istocie bialej i szarej.
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