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Rozwazania naukowe, bgdace tematem mojego Autoreferatu, zawarte w niniejszym
jednotematycznym cyklu 8 publikacji pt.”Spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego
w badaniach biomedycznych ze szczegbélnym uwzglednieniem metabolomiki” dotycza
zastosowania spektroskopii jadrowego rezonansu magnetycznego (NMR) w badaniach
materiatow biologicznych i medycznych. Badania wtasne koncentruja si¢ wokot zastosowania
NMR w metabolomice. Publikacje przedstawione w Autoreferacie powstaly we wspolpracy z
Klinikami Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego (WUM) i Instytutem Medycyny
Doswiadczalnej i Klinicznej im. M. Mossakowskiego PAN (IMDiK PAN). Osrodki te
umozliwity pozyskanie materiatu klinicznego — ptynéw ustrojowych i tkanek od pacjentow oraz

materiatu biologicznego pochodzenia zwierzgcego.
Spektroskopia NMR w badaniach biomedycznych

Badania obje¢te tematem Autoreferatu podjetam po uzyskaniu stopnia doktora. Rozpoczetam
wowczas prace badawcze ukierunkowane na poszukiwanie nowej, nieinwazyjnej metody badan
przesiewowych do szybkiej i precyzyjnej diagnostyki chorob prowadzacych do powstania
zaburzen metabolicznych, dodatkowo niewymagajacej wstepnego przygotowania probek
ptynébw  ustrojowych, a  jednocze$nie = umozliwiajacej  wskazanie  biomarkerow
patomechanizméw. Zainteresowatam si¢ zwigzkami o matej masie czgsteczkowej zawartymi w
ptynach ustrojowych, a jako metod¢ badawczg wybralam spektroskopie NMR wysokiej
rozdzielczosci pozwalajacg na analiz¢ zaro6wno jakoSciowg jak 1 ilosciowg zwigzkow
chemicznych. Istotng zaletg spektroskopii NMR jest tez mozliwos¢ obserwacji jader czasteczek
pochodzacych od wielu zwigzkéw znajdujacych si¢ w badanej probce, rowniez tych
niezidentyfikowanych, w jednym eksperymencie, a analiz¢ iloSciowg prowadzi¢ z
wykorzystaniem jednej substancji wzorcowej. Uwazam, ze wybrana przeze mnie metodyka
badawcza, spektroskopia NMR, a w dalszym etapie metabolomika, moze znalez¢ praktyczne
zastosowanie w diagnostyce klinicznej oraz w badaniach podstawowych w poszukiwaniu

patomechanizmow.
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Jak wspomniano wyzej, wybrana przeze mnie metoda do badan zwigzkow o matej masie
czasteczkowej to spektroskopia NMR. Bada ona oddziatywania oscylujacego pola
magnetycznego RF (Radio Frequency — o czgstotliwosci radiowej) z uktadem jader molekut
znajdujgcych sie w statym, zewnetrznym i jednorodnym polu magnetycznym. Uzyskane w ten
sposob widma dajg informacje o strukturze, a takze dynamice czasteczki, ktore mogg by¢
trudne lub wrecz niemozliwe do uzyskania innymi metodami analitycznymi. Spektroskopia
NMR pozwala na selektywng obserwacj¢ jader posiadajacych niezerowa liczbg spinowa.
Badanymi jadrami moga by¢ m.in. protony *H (widma protonowe), izotop wegla “*C (widma
wegla), izotop azotu °N (widma azotu), fluor *°F (widma fluoru) i fosfor *'P (widma
fosforowe). Spektroskopia protonowa zajmuje si¢ Obserwacja przejs¢ migdzy magnetycznymi
poziomami energetycznymi najbardziej rozpowszechnionego izotopu wodoru *H. To bardzo
wygodna metoda okreslania struktury chemicznej czasteczek 0 nieznanej budowie oraz
potwierdzania lub oznaczania budowy nowo syntetyzowanych zwigzkow. Spetnia takze wazng
role przy wyjasnianiu mechanizméw dzialania enzymdéw oraz przy $ledzeniu przebiegu reakcji
biochemicznych (1).

Spektroskopie NMR uznaje si¢ za najlepsza z dostgpnych technik badania wiasciwosci
chemicznych mieszanin zwigzkéw o matym ciezarze czasteczkowym (ponizej 1000 Da) (2).
Metoda nie wymaga specjalnych procedur przygotowania probek, poza szczegdlnymi
przypadkami, np. badaniem lipidow, co pozwala na wykonywanie pomiardéw w sposob
zautomatyzowany. Dolnym progiem detekcji w pomiarach z wykorzystaniem spektroskopii
NMR sg zwigzki w stezenia W roztworze rz¢du dziesigtkow mikromoli. Inne techniki
analityczne, takie jak HPLC (ang. High Performance Liquid Chromatography), spektrometria
mas, ELISA (ang. Enzyme-linked Immuno Assay), czy RIA (ang. Radio Immuno Assay),
pozwalaja na detekcj¢ wybranych zwigzkéw W znacznie mniejszych st¢zeniach, ale sa one, w
odréznieniu do NMR, metodami niszczacymi probki i nie znajduja tak wszechstronnego
zastosowania, jakie ma spektroskopia NMR. Obecnie dazy si¢ do ich wykorzystania acznie z
detekcja NMR, np. LC-NMR (ang. Liquid Chromatography — NMR), co pozwala na
kombinacje najlepszych cech komplementarnych obu metod analitycznych.

Jak wspomniano, NMR charakteryzuje si¢ stosunkowo matg czuloSciag w porownaniu z
innymi metodami analitycznymi nawet dla najsilniejszych p6l magnetycznych stosowanych w
spektrometrach in vitro 21,1 T (900 MHz). Jej zalety ujawniaja si¢ w przypadkach, gdy poza
wykryciem w probce obecnosci badanego zwigzku i okresleniem jego stezenia, potrzebne sg
dodatkowe informacje np. budowa jego czasteczki. Ma to szczegdlne znaczenie, gdy substancja

nie byla wczesniej zidentyfikowana. W badaniach roztworéw peptydéw, bialek i mieszanin
5



Beata Toczylowska - Spektroskopia magnetycznego rezonansu jgdrowego w badaniach biomedycznych ze szczegdolnym
uwzglednieniem metabolomiki

zwigzkow organicznych z powodzeniem wykorzystuje si¢ spektroskopie protonowa. Rowniez
ptyny ustrojowe, bedace mieszaning substratow i produktow przemiany materii, moga by¢
obiektem eksperymentow NMR pozwalajacych na analiz¢ zawartych w nich zwigzkow. W
widmach NMR wigkszosci plynéw ustrojowych niemozliwe jest przypisanie wszystkich
sygnatow do metabolitow, nawet z wykorzystaniem spektrometrow o najwyzszej czestotliwosci
(900 MHz). Mimo coraz wyzszych czgstotliwosci spektrometrow NMR pozwalajacych na
lepsza identyfikacje wigkszej liczby sygnatoéw pochodzacych od jader czasteczek zwigzkow,
nie udaje si¢ rozwigza¢ wszystkich problemow zwigzanych z identyfikacja, gdyz czesto
ujawniajg si¢ nowe.

W pomiarach spektroskopowych badanej probki niezbedna jest obecno$¢ deuterowanego
rozpuszczalnika, jakim moze by¢ woda cigzka (D,0) lub chloroform deuterowany CDCls.
Pozwalaja one na uzyskanie sygnatu pochodzacego z jadra H (sygnatu lock), niezb¢dnego do
uwzglednienia w pomiarach spektroskopowych dryftu statego pola magnetycznego. Do probek
roztworéow wodnych dodawana jest D,O w stosunku 10% v/v lub rozpuszcza si¢ W nigj
liofilizowang/odparowang probke. Ekstrakt lipidowy rozpuszczany jest w CDCl; po
liofilizacji/odparowaniu.

Najczgsciej stosowang metoda badawcza NMR w badaniach biochemicznych, w tym
ptyndw ustrojowych 1 ekstraktow tkanek, jest spektroskopia jednowymiarowa. W
jednowymiarowej spektroskopii NMR jest dostgpnych wiele roznych sekwencji impulsow, z
ktorych podstawowa jest sekwencja jednopulsowa. Taka sekwencja nie thumi Zadnych
sygnalow. Jednakze silny sygnal pochodzacy od jader czasteczek rozpuszczalnika jest gléwnym
problemem w pomiarach metabolitow dajacych stabe sygnaty. Z tego wzgledu konieczna jest
redukcja sygnatu rozpuszczalnika. Jednym ze sposobow redukcji tego sygnatu jest usunigcie
rozpuszczalnika w trakcie przygotowania probek do eksperymentow. Mozna zastosowaé
odparowanie rozpuszczalnika lub liofilizacj¢ probki i jej ponowne rozpuszczenie w
rozpuszczalniku deuterowanym (3-5). Stosujgc te procedury nalezy liczy¢ si¢ z utratg lotnych
zwiagzkow znajdujacych sie w probee np. acetonu z roztworow wodnych. W przypadku ptynow
ustrojowych, bedacych roztworami wodnymi, gdy zalezy nam na uzyskaniu informacji o
wszystkich substancjach zawartych w probee, takze lotnych, nie sg stosowne procedury
przygotowawcze lub sa one ograniczane do minimum. Zmniejszenie sygnatu rozpuszczalnika
(thumienie) mozna uzyskac stosujac specjalne techniki pomiarowe z zastosowaniem sekwencji z
szybkimi impulsami nasycajagcymi wolno relaksujace jadra czasteczek rozpuszczalnika.

Powoduje to, ze sygnaty pochodzace od szybko relaksujacych jader czasteczek metabolitow sa
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lepiej widoczne w widmie. Stosowanymi sekwencjami impulsow z tlumieniem sygnalu
rozpuszczalnika mogg by¢ np. ,,Presat”, ,,binominal”, , WET” lub ,,excitation sculpting”.

Sekwencje echa spinowego sg innymi sekwencjami impulsow stosowanymi w badaniach
NMR plyndéw ustrojowych. Maja one zastosowanie w badaniach plynéow zawierajacych
czgsteczki o duzej masie czgsteczkowej, np. biatka, lipoproteiny czy lipidy. Jedng z takich
sekwencji jest sekwencja CPMG (Carr-Purcell-Meiboom-Gill). Wykorzystuje ona réznice
wiasciwosci relaksacyjnych rozpuszczalnika, makromolekut i1 czasteczek o malej masie
czgsteczkowej charakteryzowane przez czasy relaksacji T,. Zastosowanie tej sekwencji
pozwala uzyskaé¢ zmniejszenie sygnalow pochodzacych od jader czasteczek rozpuszczalnika i
makromolekul. Daje to lepsze uwidocznienie w widmie sygnaldow pochodzacych od jader
czasteczek zwigzkéw o matej masie czasteczkowej, majacych dhuzsze czasy relaksacji To. W
takim widmie stajg si¢ widoczne sygnaty pochodzace od jader czasteczek, ktore w widmach
zmierzonych z zastosowaniem innych sekwencji impulsow sg niewidoczne lub przystaniane
przez sygnaty pochodzace od jader makroczasteczek.

Do identyfikacji zwigzkéw w probkach plynéw ustrojowych wykorzystuje si¢ widma
dwuwymiarowe homojadrowe proton-proton np.: COSY (COrrelation SpectroscopY) oraz
heterojadrowe proton-wegiel np.: HSQC (Heteronuclear Single Quantum Correlation) lub
HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Coherence). Stosowane sg takze inne sekwencje
wykorzystujace dodatkowo techniki gradientowe. Eksperymenty COSY wykorzystywane sg do
detekcji sygnatow pochodzacych od protondow sgsiadujacych tej samej czasteczki (maksymalnie
przez cztery wiazania). Sygnaly korelacyjne pochodzace od protondéw tego samego zwigzku
widoczne sg tylko wowczas, gdy pomiedzy protonami wystepuje sprzezenie spinowo-Spinowe.
Metoda jest uzyteczna wowczas, gdy wystepuje nakladanie si¢ sygnatow multipletowych, ktore
znacznie utrudniaja interpretacj¢ widma jednowymiarowego. Korelacja heterojadrowa
wykorzystywana jest do przypisania sygnalow w widmie wybranego izotopu do sygnatow
najczesciej W widmie protonowym. Metoda ta jest pomocna w przypisaniach sygnalow
pochodzacych od jader czasteczek obu izotopdw nawet, jesli znana jest tylko czg$¢ przypisan
sygnaldow jednego lub obu izotopow. W przypadku czasteczek o matym cigzarze
czasteczkowym zazwyczaj korelowany jest proton z izotopem wegla **C lub fosforem Sip,

Jak zostalo wspomniane, spektroskopia NMR pozwala zmierzy¢ widma pochodzace od
jader wielu izotopow. Analiza widm takich izotopow pozwala wyodrebni¢ z mieszaniny
zwiazki zawierajgce okreslony, interesujacy atom, np. 3p _ charakterystyczny dla fosfolipidow
i zwiagzkow wysokoenergetycznych, °F — dla metabolitow lekoéw zawierajacych fluor i °N —

stosowany gltownie w przypadku analizy lancuchoéw bocznych biatek i peptydow, po ich
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znakowaniu tym izotopem. Mozna zatem przeprowadzi¢ badania probki wybierajac kolejno
interesujace izotopy (np. 'H, *C, 3P, °F, N), uzyskujac w ten sposéb szereg widm
pozwalajacych na szczegdtowa analize sktadu biochemicznego probki lub analizg struktury
czasteczki.

Jedynym wystepujacym w przyrodzie izotopem fosforu jest izotop >*P. Widma tego izotopu
rejestruje  si¢  wylacznie technikami impulsowymi z zastosowaniem rdéznych metod
zwigkszajacych czuto$¢ detekcji, np. duzej liczby powtorzen, zwickszonej objetosci probki w
obszarze pomiarowym, zastosowanie szerokopasmowego odsprz¢gania oddziatywan z
protonami. W badaniach roztworéw wodnych probek biologicznych jako substancj¢ wzorcowa
przesunigcia chemicznego stosuje sie¢ 85% kwas ortofosforowy (H3PO,). Poniewaz zwigzkow
zawierajacych jadra *'P w probkach biologicznych jest zdecydowanie mniej niz zwigzkow
zawierajacych protony, to widma takie sg znacznie prostsze do interpretacji, gdyz sygnaty jader
czasteczek rzadziej nakladaja si¢ na siebie. W widmach fosforowych plyndéw ustrojowych
widocznych jest kilka do kilkunastu sygnatow, podczas gdy w widmach protonowych tej same;j
probki obserwuje si¢ kilkadziesiat sygnatow.

Wiele sygnatow w widmach NMR pochodzacych od zwigzkow zawartych w probkach
kliniczno-biologicznych zostato juz zidentyfikowanych i sg ujete w bazach danych np. w The
Human Metabolome Database (HMDB) (http://www.hmdb.ca), Biomagresbank (BMRB-

Metabolimics) (http://www.bmrb.wisc.edu/metabolomics/), czy The Birmingham Metabolite

Library (BML-NMR) (http://www.bml-nmr.org ). Zawieraja one jedno i dwuwymiarowe widma

protonowe NMR zwigzkow referencyjnych wykonanych w réznych warunkach

eksperymentalnych 1 przy réznych parametrach. Bazg danych ukierunkowang na eksperymenty

metabolomiczne jest MetaboLights (http://www.ebi.ac.uk/metabolights/). Baza ta uwzglgdnia
rozne probki kliniczno-biologiczne oraz rézne techniki badawcze, jak rowniez widma
substancji wzorcowych. Dodatkowo wyjasnia role biologiczng metabolitow, umiejscowienie w
organizmie 1 stezenie naturalne. Nie jest jednak mozliwe wykorzystanie zadnej z tych baz
wprost do analiz metabolomicznych lecz dopiero poprzez dodatkowe oprogramowanie. Widma
zwigzkow zawarte w tych bazach, nawet MetaboLight, nie obejmuja danych z widm
fosforowych (zwiazkdw wysokoenergetycznych) oraz nie zawieraja zadnych danych zwigzkow
lipidowych. Eksperymenty dotycza tylko surowicy i ptynu mézgowo-rdzeniowego, przy czym
w niektorych bazach sg one przedstawione jako wyniki eksperymentéw przeprowadzonych na
probkach po wczesniejszym ich odfiltrowaniu. W badaniach wlasnych zadna z powyzszych baz
nie znalazla zastosowania ze wzgledu na stosowanie innych parametrow pomiarow widm

(czestotliwosci spektrometru wplywajacej na rozdzielczo$¢ widm, zastosowanych sekwencji
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impulséw, rozpuszczalnikow, badanych jader atomow) oraz badanie innych mediow, gdyz
oprécz surowicy i plynu mozgowo-rdzeniowego analizowatam z6t¢, mocz i ekstrakty tkanek
modzgu SzCzura oraz tetnic.

Ekstrakty lipidowe ptynow ustrojowych lub tkanek pozwalajg na analiz¢ m.in. nasyconych i
nienasyconych kwasoéw tluszczowych, triglicerydéw, fosfolipidow i cholesterolu (6-10).
Badania umozliwiajg analiz¢ znacznie wigkszej liczby zwiazkow, niz w rutynowych badaniach
klinicznych. Spektroskopi¢ NMR zwigzkéw hydrofobowych wraz z analiza dyskryminacyjna
danych otrzymanych z tych widm przyjeto nazywac lipidomika, ktora jest szczegdlng czgscig
metabolomiki.

Zastosowanie substancji wzorcowej o znanym stezeniu W badaniach spektroskopii NMR
pozwala na wykonanie nie tylko do analiz jako$ciowych, ale rowniez pomiaroéw ilosciowych
metabolitow. Jest to niezwykle cenna zaleta tej metody, pozwalajaca na ocen¢ zmian
iloSciowych poszczeg6lnych zwigzkow w badanym materiale biomedycznym. Jako substancje
wzorcowg w pomiarach ilosciowych stosuje si¢ s6l sodowa kwasu 2,2-dimetylo-2-silapentano-
5-sulfonowego (DSS) lub so6l sodowag kwasu 3-(trimetylosililo)(2,2,3,3—-d4) propionowego
(TSP). Sygnat pochodzacy od jader czasteczek substancji wzorcowej umozliwia okreslenie
polozenia sygnatow pochodzacych od jader innych czasteczek w probce oraz ich analize
ilosciowa. W badaniach wtasnych probek roztworéw wodnych jako substancje wzorcowe
stosowatam TSP (widma protonowe) i 85% H3PO,4 (widma fosforowe). W pomiarch stezen w
widmach fosforowych roztworéw chloroformowych substancja wzorcowa byt trifenylofosforan
(TPP). W badaniach probek biologicznych TPP stosowatam jako wzorzec zewnetrzny, ktory
nie kontaktuje si¢ z badang probka pozostajagc jednoczesnie w tym samym obszarze
pomiarowym co badana probka. Do pomiarow NMR mozna wybrac jedng z kilku standardowo
wykorzystywanych substancji wzorcowych i rézne grupy badawcze wybieraja do badan rdzne
nich. Mozna tez wprowadzi¢ wtasng, dowolng substancje wzorcowa (11-14).

Konkludujgc, spektroskopia NMR jest wszechstronnym narzedziem badawczym
stosowanym w analizach chemicznych i biochemicznych. W zaleznosci od problemu
badawczego dobierane s3 sekwencje impulsow i ich parametry oraz substancje wzorcowe i
rozpuszczalniki. Przy wyborze sekwencji impulsow i doborze ich parametrow do badan NMR
probek kliniczno-biologicznych uwzglednialtam wtasciwosci  probki, w tym rodzaj

rozpuszczalnika oraz wlasciwosci magnetyczne jader czasteczek zawartych w probcee.

Metabolomika
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Pomimo intensywnych badan prowadzonych w wielu osrodkach, wcigz nie zostaty
okreslone odpowiednie biomarkery umozliwiajace jednoznaczng identyfikacj¢ niektorych
jednostek chorobowych. Ze wzgledu na zlozong etiologie wielu chordb nie jest mozliwa
diagnostyka oparta na oznaczeniu pojedynczego biomarkera, dlatego tez, coraz cz¢sciej zwraca
si¢ uwage na zmiany stezen wielu metabolitow — tzw. okreslanie profilu metabolicznego np.
ptynu ustrojowego pacjenta. Spowodowato to zwrot ku tzw. technikom ,,omicznym?”, takim jak:
metabolomika, proteomika, transkryptomika 1 genetyka. Metabolomika zajmuje si¢
identyfikacja i kwantyfikacjg metabolomu — zbioru wszystkich metabolitow, czgsteczek o mate;j
masie czasteczkowej wystepujacych w organizmie, ktére sag koncowym produktem ekspresji
genow. Metabolomika zostala uznana za szybsza i lepszg technike, w stosunku do innych,
postgenomicznych technik analizy probek biologicznych, wykorzystujacych metody
rozpoznawania obrazow (15). Zmiany i fluktuacje st¢zen metabolitow, ktore wystepuja w ciggu
milisekund, sa wynikiem procesow biochemicznych, takich jak sygnatowe procesy kaskadowe.
Metabolomika jest narzedziem do pomiarow takich zmian, dajaca informacje szybko i z
odpowiednig czuloécig. Dane metaboliczne mogg by¢ uzupetniane innymi np. pochodzacymi z
proteomiki, transkryptomiki czy danymi $rodowiskowymi, klinicznymi. Takie podejscie
pozwala na identyfikacje wielu fizjologicznych biomarkeréw wbudowanych we wspodtzalezne
sieci molekularne, ktorych analiza nie jest dostgpna innymi, Selektywnymi badaniami
analitycznymi (16-23). Do badan metabolomicznych mozna wykorzysta¢ rézne metody
spektrometryczne, ale najczesciej wykorzystywane sa spektroskopia NMR lub spektrometria
mas.

Gloéwnym obiektem moich zainteresowan badawczych stato si¢ zastosowanie spektroskopii
NMR w diagnostyce klinicznej. W pierwsze] kolejnosci konieczne bylo sprawdzenie
mozliwosci detekcji metabolitow znajdujacych si¢ w ptynach ustrojowych (jakich metabolitow,
z jaka czuloscig). Przeprowadzenie takich badan wymagato opracowania odpowiednich
procedur przygotowania probek kliniczno-biologicznych, ich badania metodg spektroskopii
NMR i analizy wynikow. W opracowaniu bedacym przedmiotem postgpowania habilitacyjnego
zatytulowanym  “Spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego w badaniach
biomedycznych ze szczegdlnym uwzglednieniem metabolomiki”, przedstawiono wyniki badan
wilasnych, ktore obejmuja:

(1) opracowanie standardowych procedur pobierania i przechowywania probek kliniczno-

biologicznych (B1-B4),
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(2) opracowanic standardowych procedur badan spektroskopowych NMR probek
biomedycznych 1 identyfikacj¢ zawartych w nich zwigzkéw o malej masie
czasteczkowej (B1, B4),

(3) przygotowanie aplikacji komputerowej (NMRanalysis) do analiz metabolomicznych z
wykorzystaniem spektroskopii NMR (B7, B8).

Tak jak we wszystkich pomiarach tak i w metabolomice wystepuja btedy. Jednak niektore z
nich majg istotne znaczenie w dalszej interpretacji wynikow badan. Najwigksze bledy
systematyczne powstajg w czasie niewlasciwej metody zbierania 1 przechowywania materiatu
biologicznego oraz przy zastosowaniu niewlasciwych metod ekstrakeji lipidow lub zwigzkow
hydrofilowych z komérek i tkanek. Takze proces przygotowania probek po ekstrakcji niesie ze
sobg btedy. Wszystkie majg istotne znaczenie w procesie analizy profilu metabolicznego i
wnioskowaniu o patomechanizmach.

W chwili rozpoczecia prac nad wykorzystaniem metabolomiki w badaniach probek
kliniczno-biologicznych nie byto standardowych metod pozyskiwania materiatu badawczego,
ani jego przechowywania oraz pomiaru widm NMR. Metabolomika jest metoda niezwykle
czulg na szybkie zmiany powstajace w probkach od momentu pobrania materiatu badawczego
do momentu jego zamrozenia oraz na kontakt materiatu z tlenem i dwutlenkiem wegla z
powietrza. W zwigzku z tym konieczne stato si¢ opracowanie wlasnych procedur. Krytycznym
momentem w badaniach prébek biologicznych jest szybkos¢, z jaka pobrana probka zostaje
zamrozona do -80°C, co wywotuje zatrzymanie metabolizmu i chroni przed zmianami st¢zen
metabolitow. W badaniach wlasnych dazytam do jak najmniejszej ingerencji w probke, zeby
nie utraci¢ z jej sktadu zwigzkéw lotnych, czy ulegajacych szybkiej degradacji. W zwigzku z
tym wszelkie dodatkowe procedury przed rozpoczeciem eksperymentow NMR zostaly
ograniczone do minimum, tj. do odwirowania sktadnikow statych i korekty pH (w roztworach
wodnych). W przypadku badan zwigzkow lipidowych konieczna byta ich ekstrakcja przed
pomiarami.

Kolejnymi, istotnymi elementami wptywajacymi na wyniki badan sg: procedury ekstrakcji
zwigzkow hydrofilowych i hydrofobowych oraz przygotowania roztworoéw ekstraktow z tkanek
(lub ptynéw) do badan (rozpuszczenie wyciagu wczesniej zliofilizowanego/odparowanego w
deuterowych rozpuszczalnikach). Ze wzgledu na zalezno$¢ potozenia sygnalow w probkach
wodnych od warto$ci pH, przed badaniami spektroskopowymi korygowatam jg do wartoSci
fizjologicznej 7,4. Do badan z wykorzystaniem spektroskopii NMR zwigzkéw hydrofobowych
ptynow ustrojowych, tkanek i komoérek nerwowych zostaty przygotowane i przetestowane

procedury ich ekstrakcji (praca magisterska A. Mierzejewska, Metody ekstrakcji lipidow z
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probek biologicznych do zastosowania w metabolomice opartej na spektroskopii NMR,
Uniwersytet Warszawski, 2015, ktoérej bylam promotorem). Zmierzone widma pozwolity
wybra¢ optymalng metodg¢ ekstrakcji lipidow do zastosowan w spektroskopii NMR.

Wynikiem badan wtasnych byto przyjecie standardowych procedur minimalizujacych biedy
systematyczne. Btedy wynikaly z rdéznych metod pobierania materialu oraz jego
przechowywania w klinikach do czasu pomiar6w NMR. Zgodnie z opracowanymi przeze mnie
procedurami pobierany byl materiat kliniczno-biologiczny wykorzystany nastgpnie w moich
pracach nad zastosowaniem spektroskopii NMR w badaniach ptyndéw ustrojowych. Wyniki
tych badan przedstawiono w publikacjach (B1-B4, B7-B8).

Badane przeze mnie materialy kliniczno-biologiczne np. surowica i z6I¢, zawieraja
makroczasteczki — biatka i lipidy. W jednowymiarowym widmie protonowym NMR takich
pltynéw, zmierzonym z zastosowaniem sekwencji jednopulsowej, dominuja szerokie sygnaty
pochodzace od jader czasteczek makroczasteczek. Naktadaja si¢ one na waskie sygnaly
pochodzace od jader czgsteczek o malej masie czasteczkowej. Poniewaz przedmiotem moich
zainteresowan sa zwigzki o male] masie czgsteczkowej, do badan NMR tych plynow
ustrojowych zostaty wybrane takie sekwencje impulséw oraz ich parametry, ktore pozwalajg na
analiz¢ tylko interesujacych zwigzkow. Jednocze$nie nie wymagaja one przeprowadzania
dodatkowych procedur usuwajacych z probki makroczasteczki np. odbiatczania, zmieniajacych
jej sktad biochemiczny. Za najefektywniejszag uznalam sekwencje echa spinowego CPMG,
ktora zostata wykorzystana w badaniach wtasnych probek surowicy, zotci (B3, B4) i ptynu
stawowego.

Widma NMR ptynéow ustrojowych z uwagi na duza liczb¢ metabolitow o matej masie
czasteczkowej oraz makromolekul sg mato przejrzyste i wymagajg zaawansowanych metod ich
analizy oraz analizy statystycznej otrzymanych z nich danych. Analiz¢ widm mozna
przeprowadzi¢ dla kazdej probki osobno i takie rozwigzanie stosowatam przy matej ilosci
probek — ponizej 5 w grupie (B2, B3). Natomiast taka analiza widm kilkunastu do
kilkudziesigciu probek w grupie jest bardzo zmudna i czasochtonna. Do rozwigzania tego
problemu zaczg¢to tworzy¢ programy automatycznej analizy widm. Wiele algorytmow
automatycznej analizy widm NMR jest stosowanych przez rézne grupy badawcze glownie w
warunkach laboratoryjnych, we wtasnych badaniach (24;25). Stworzenie takich algorytmow
musi uwzglednia¢ rozwigzanie Kilku probleméw. Jednym z nich jest naktadanie si¢ sygnatow
pochodzacych od jader czasteczek roznych metabolitow, ktore mozna rozwigzac stosujac np.
dopasowanie kazdego z sygnatéow krzywa Lorentza. Jednak Sygnaty pochodzace od jader

czasteczek metabolitu nie musza by¢ pojedynczym sygnalem (singletem), ale moga by¢
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dubletem lub multipletem, dlatego stosuje si¢ takze pordéwnywanie sygnalow pochodzacych od
badanych metabolitow z sygnatami w widmach ich substancji wzorcowych (25). Poza
naktadaniem si¢ sygnatéw i ich rozr6znianiem, kolejnym problemem w automatyzacji analizy
widm sg roznice w warto$ciach przesunigcia chemicznego sygnalow jader czasteczek tego
samego zwigzku w réznych probkach. W zwiazku z potrzebg analizy wigkszej liczby widm w
laboratorium IBIB PAN powstata, przygotowana przeze mnie, pédtautomatyczna aplikacja
NMRanalysis umozliwiajagca analiz¢ badanych metabolitow poprzez selekcje sygnatow
pochodzacych od jader czasteczek nalezacych do badanych zwigzkow. Opracowana na wtasne
potrzeby aplikacja, NMRanalysis, dodatkowo normalizuje sygnaty pochodzace od jader
czasteczek metabolitow do sygnatu jader czasteczek substancji wzorcowej 0 znanym stgzeniu, a
takze pozwala dokona¢ korekty linii podstawowej oraz generuje dane do dalszych analiz
statystycznych. Aplikacj¢ wykorzystalam do analizy widm NMR 1 opracowania wynikow
przedstawionych w pracach B4, B7, B8. W czasie tworzenia ww. aplikacji nie byty dostepne
zadne inne programy. Od kilku lat sg juz dost¢pne aplikacje wykorzystywane przez réozne grupy
badawcze, np. aplikacja firmy Chenomx, dedykowana do analiz metabolomicznych, oraz
program firmy Mestrelab Research przeznaczony gléwnie do analiz widm NMR,
umozliwiajacy takze generowanie danych do analiz metabolomicznych z wykorzystaniem
metody binning.

Metabolomika do analizy danych z widm NMR wykorzystuje analiz¢ dyskryminacyjna.
Przed wykonaniem analiz statystycznych dane wymagaja normalizacji do sygnatu substancji
wzorcowe] (wzorca wewnetrznego lub zewngtrznego) oraz redukcji danych z kilkunastu-
kilkudzisigciu tysiecy do kilkuset par punktow. Jedng z dwoch powszechnie przyjetych metod
redukcji danych z widm NMR jest selekcja metabolitow (targeted profiling), a druga binning
(bucketing). Dane z widm NMR po ich redukcji i normalizacji do wzorca w probce zostaja
poddane normalizacji do $redniej, skalowaniu i transformacji. Algorytmy tych wstgpnych
procedur analizy statystycznej zawarte sg w programie SIMCA (MKS Umetrics, Szwecja)
powszechnie stosowanym do badan spektroskopowych i metabolomiki. Rézne grupy badawcze
tworza takze wlasne programy stuzace do redukcji danych widm NMR i ich analizy
statystycznej, przeznaczone do zastosowania w $rodowisku Matlab lub R (np. MetaboLab
(26)). Jednak nie znalazty one tak powszechnego zastosowania jak program SIMCA.

Opracowana przeze mnie aplikacja, NMRanalysis, stuzaca do analizy danych otrzymanych
z widm NMR, pozwolita na rozszerzenie zastosowania spektroskopii na badania kliniczne
wigkszych grup chorych (20-50 chorych w grupie). Istotnym problemem w przypadku

wdrozenia metabolomiki do badan diagnostycznych jest ocena wszechstronnosci
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wykorzystania. W badaniach nad wszechstronnos$cig metodyki wykorzystatam opracowang ww.
aplikacje programowa, NMRanalysis, oraz program SIMCA. Z wykorzystaniem tych aplikacji
przeprowadzitam badania zakresu, w jakim metabolomika wykorzystujaca spektroskopi¢ NMR
zapewnia uzyskanie wiarygodnego rdéznicowania 0sob chorych i zdrowych lub dwoch réznych
grup chorych. Aplikacje zostaly wykorzystane w badaniach prowadzonych w Srodowiskowym
Laboratorium NMR, IBB PAN (pomiary widm NMR) oraz Laboratorium IBIB PAN (analiza
wynikow). Wyniki potwierdzily, Zze opracowana przeze mnie metodyka badawcza,
metabolomika wykorzystujgca spektroskopie NMR, pozwala na jej aplikacje do badan
dowolnego medium oraz w diagnostyce rdéznych patologii, szczegdlnie w badaniach duzej
liczby probek.

Spektroskopia NMR i metabolomika w badaniach prébek biologicznych - omowienie
prac z cyklu

Podjeta przeze mnie tematyka — metabolomika — jest ciagle w naszym kraju pionierska. W
chwili podjecia przeze mnie badan metabolomicznych, w Polsce nie bylo zadnej grupy
badawczej zajmujacej si¢ tym tematem. W tym czasie istniata jeszcze jedna grupa badawcza,
zajmujaca si¢ jedynie analiza widm NMR (ale nie metabolomika) surowicy pacjentow z
chorobami nowotworowymi (pod kierunkiem prof. dr hab. n. med. Malgorzaty Kuliszkiewicz-
Janus) (27-30). Opracowana przeze mnie metodyka, metabolomika wykorzystujaca
spektroskopie¢ NMR i analize dyskryminacyjng, pozwala na réznicowanie grup chorych lub
chorych od zdrowych, bez szczegbtowej znajomosci profilu metabolicznego pacjenta (B4, B8).
Umozliwia szybka diagnostyke choroby sugerowanej przez wstepne badania kliniczne oraz na
wytypowanie biomarkerow wskazujacych patomechanizmy. Ciagle istnieje wiele chordb
trudnych do zdiagnozowania pojedynczym biomarkerem. W takiej sytuacji analiza wielu
metabolitow, metabolomika, moze by¢ jedynym rozwigzaniem.

Sprawdzenie mozliwosci zastosowania spektroskopii NMR 1 pdzniej metabolomiki w
badaniach ptynow ustrojowych przeprowadzitam wykorzystujac ptyn mézgowo-rdzeniowy,
surowice, z0t¢, ptyn stawowy oraz ich ekstrakty lipidowe, jak réwniez ekstrakty hodowli
komorek nerwowych 1 mdézgu szczura.

Prace Bl i B2 przedstawiaja wyniki badan spektroskopii NMR ptynu moézgowo-
rdzeniowego pobranego od pacjentéw w trakcie zabiegéw neurochirurgicznych. W
eksperymentach NMR wykorzystano odpowiednio dobrane techniki pomiaru widm, a w
szczegolnosci sekwencje impulséw i ich parametry. Do wyboru optymalnej sekwencji
impulsoéw | jej parametrow przetestowatam rozne sekwencje impulsow z réznymi parametrami

(czasami repetycji, dlugosciami impulséw). W pracach Bl i B2 oprocz wynikéw badan przy
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dobranych parametrach sekwencji przedstawiono badania mozliwosci zastosowania
spektroskopii NMR w roznicowaniu choréb. W eksperymentach jednowymiarowych widm
protonowych ptynu mozgowo-rdzeniowego badatam roznice stezen metabolitow plynu
pobranego od pacjentow z grup: kontrolnej, z guzami moézgu i z krwawieniem
podpajeczynowkowym. Do analizy wykorzystatam pomiary intensywnosci sygnatow
pochodzacych od jader czasteczek metabolitow. Identyfikacje zwigzkow w widmie NMR plynu
mozgowo-rdzeniowego prowadzitam z wykorzystaniem sekwencji jednopulsowej i sekwencji
homojadrowej COSY z zastosowaniem substancji wzorcowej TSP dodanej bezposrednio do
probki (wzorzec wewnetrzny). W badaniach spektroskopii NMR ptynu mézgowo-rdzeniowego
mozliwa jest identyfikacja 53 metabolitow, z czego 21 mozliwych jest do oznaczenia tylko za
pomocag NMR (31). W badaniach wlasnych oznaczatam min. 33 metabolity (w tym m.in.
alanina, mleczan, myo-inozytol) dotychczas nieoznaczanych w rutynowych badaniach
klinicznych, w ktoérych oznaczane jest stezenie tylko jednego metabolitu (glukozy).
Zaobserwowatam mniejsze stezenie glutaminy w grupie z krwawieniem podpajgczynéwkowym
niz w grupie kontrolnej i z guzami mézgu, a Stezenie glukozy i mleczanu bylo najwyzsze w
grupie z guzami moézgu. Obserwowane roznice potwierdzily wystepowanie zwigkszonego
metabolizmu u chorych z nowotworami moézgu.

Badania wiasne zostaly wykorzystane do oceny mozliwosci wykorzystania metody
spektroskopii NMR do réznicowania stopnia zto§liwosci guzow mozgu (,,Spektroskopia MRJ
wysokiej rozdzielczosci wyciagow tkanek nowotworowych i ptynu mézgowo-rdzeniowego in
vitro - zastosowanie w diagnostyce klinicznej”, projekt badawczy KBN 4 PO5B 05414p02,
1998-2001). Wyniki prac, przedstawiane w dwoch publikacjach (B1, B2) i na 8 konferencjach
naukowych miedzynarodowych i krajowych (Zat. 3 cze¢$¢ E — 9, 10, 18, 35, 37-40), wykazaty
mozliwo$¢ roznicowania stopnia ztosliwos$ci nowotworu na podstawie badan z wykorzystaniem
spektroskopii NMR zaréwno bioptatu, jak i ptynu moézgowo-rdzeniowego (Zat. 3 czes¢ E — 17-
20, 38-40). Do analizy statystycznej danych otrzymanych z widm NMR, po normalizacji
amplitud sygnaléw metabolitow do amplitudy sygnalu wzorca oraz selekcji danych,
zastosowano analiz¢ statystyczng z wykorzystaniem algorytmu klasyfikacji k-NN sgsiadow.
Prace zawarte w zataczniku 3 czgsci E nie wchodza w sktad opisywanego osiagnigcia
naukowego, ale ukazuja mozliwosci praktycznego wykorzystania opracowanej metodyki
badawczej.

W ramach realizacji grantu ,,Zastosowanie spektroskopii NMR wysokiej rozdzielczo$ci do
oceny probek zotci pobranych od pacjentow po przeszczepieniu watroby w aspekcie

pooperacyjnej oceny funkcji graftu” (projekt badawczy MNiSW 2 PO5C 076 28, 2005-2008)
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przeprowadzitam analiz¢ metabolitow w zoOkci pobranej od pacjentdéw po przeszczepie watroby
(B3, B4 oraz Zal. 3. cz¢s¢ E — 11). Analizowalam zaréwno metabolity o malej masie
czasteczkowej w roztworze wodnym, jaki i lipidy po ich ekstrakcji z zotci. Byly to pierwsze w
swiecie badania biochemiczne zétci z zastosowaniem spektroskopii NMR i metabolomiczne u
chorych po przeszczepie watroby, ktorych z6t¢ do badan pobierana byta zaraz po zakonczeniu
zabiegu transplantacji. Badania wtasne miaty na celu opracowanie nowej metody szybkiego
oznaczenia skladnikéw biochemicznych zolci takich jak aminokwasy, kwasy organiczne czy
lipidy. Metoda spektroskopii ¥p NMR analizowalam stan przeszczepionych watréb badajac
trzy zwigzki lipidowe: fosfoetanoloamine (PE), lizofosfatydylocholing (LPtdC) oraz
fosfatydylocholiny (PtdC) i fosfocholiny (PC). Stezenie LPtdC byto nizsze w zo6tci pochodzace;j
od transplantowanej watroby niz w z6fci z grupy kontrolnej. Stezenie PE u pacjentow z
przeszczepiong watrobg bylo istotnie statystycznie wyzsze w poréwnaniu do grupy kontrolnej.
Stosunek PE/(PtdC+PC) roznit si¢ istotnie statystycznie w obu grupach. Wyniki tych badan
wykazaty, ze dysfunkcja watroby prowadzi do zaburzenia szlaku PtdC i PE. Badanie te
wykazaty, ze analiza widm NMR zo6lci moze by¢ wykorzystana do oceny stanu hepatocytow
przeszczepionej watroby np. jako dodatkowe narzedzie w ocenie funkcji graftu kilka minut po
zabiegu. Wyniki opublikowane w Transplantation Proceedings (2003) wedtug mojej najlepszej
wiedzy byly pierwszym W S$wiecie doniesieniem przedstawiajacym innowacyjng metode
wykorzystujaca spektroskopic NMR do analizy funkcji przeszczepionej watroby zaraz po
podjeciu pracy przez narzad. Kolejne publikacje, innych autoréw, dotyczace zastosowania
metabolomiki czy lipidomiki z wykorzystaniem spektroskopii NMR w badaniach
przeszczepionej watroby zaczynajg pojawiac si¢ dopiero dwa lata pozniej, w roku 2005 (32;33).
Praca B3 byta cytowana 9 razy (7 w czasopismach i 2 w monografiach (34;35)), (baza Web of
Science z dnia 03.08.2016).

W badaniach biomedycznych nie zawsze niezbg¢dna jest analiza metabolomiczna. Czgsto do
analiz wystarczajace jest poréwnanie stezen migdzy metabolitami lub miedzy badanymi
grupami. W kolejnych badaniach wtasnych metodg¢ spektroskopii NMR wykorzystatam do
analizy interakcji migdzy substancjami podawanymi w badaniach toksycznosci timerosalu
(zwiazku zawierajacego rtgc), jak rowniez w badaniach neurotoksycznosci dwoch zwigzkoéw
kontrastowych, Gadovistu i zieleni indocyjaninowej (ICG) stosowanych w badaniach
obrazowych. Badania neurotoksycznosci prowadzono na hodowlach pierwotnych neuronow
ziarnistych mozdzku szczura.

W pracy B5 przedstawiono wyniki badan neurotoksycznosci timerosalu i

neuroprotekcyjnego dziatania aminokwasdéw zawierajacych grupy tiolowe. Badatam, czy
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aminokwasy podawane tacznie z timerosalem dziatajg na komorki nerwowe bezposrednio, czy
tez wchodza w reakcje tworzac kompleksy w przestrzeni zewnatrzkomorkowej (w §rodowisku
inkubacyjnym), co $wiadczytoby o dziataniu na komoérke produktow reakcji timerosalu z
testowanymi aminokwasami, a nie bezposrednio substratow. Do tego badania wykorzystatam
spektroskopi¢ NMR 1 badatam mieszaniny aminokwasow tiolowych i timerosalu. Badania takie
wraz z badaniami neurotoksyczno$ci przeprowadzone zostaly po raz pierwszy na $wiecie.
Otrzymane wyniki badan spektroskopowych NMR pokazaty, ze aminokwasy tiolowe tacza si¢
z regionem alifatycznym timerosalu zawierajacym rtg¢, co wskazuje na glowny udziat
procesow pozakomérkowych w neuroprotekcyjnym dzialaniu testowanych aminokwaséw w
hodowlach komorkowych. Ponadto, wyniki eksperymentow NMR pozwolily na stwierdzenie,
ze takze nietoksyczna reszta kwasu sulfosalicylowego pochodzaca od timerosalu wigze
aminokwasy zawierajace grup¢ —SH. Powoduje to dodatkowe obnizenie biodostepnosci dla
organizmu wolnych aminokwasow tiolowych, a tym samym ograniczajac ich potencjat
neuroprotekcyjny. Praca B5 cytowana jest w 16 publikacjach (baza Web of Science z dnia
03.08.2016).

Spektroskopie NMR wykorzystatam réwniez do sprawdzenia interakcji miedzy dwoma
zwigzkami kontrastowymi, Gadovistem i ICG. Oba preparaty stosowane sa w badaniach
obrazowych — Gadovist zawierajacy gadoling w MRI (tomografia rezonansu magnetycznego
ang. Magnetic Resonance Imaging), a ICG w badaniach fluorescencyjnych. Podejmowane sg
proby stosowania ICG do monitorowania stanu ukrwienia mézgu na oddziatach intensywnej
opieki medycznej, szczegbdlnie u pacjentow W Krytycznym stanie z uszkodzong barierg krew-
mozg (36). W zwigzku z tym badano, czy ICG moze negatywnie oddzialywaé na neurony i
jakie jest maksymalne, bezpieczne stgzenie s$rodka. Dodatkowo przetestowano jaka jest
neurotoksycznos¢ ICG w kombinacji z Gadovistem. Mozliwo$¢ monitorowania funkcji mozgu
z uzyciem ICG opisujg prace Obrig et al. (37) oraz grupy badawczej A. Lieberta (38-41). Celem
badan bylo sprawdzenie, czy bezpieczne bedzie podanie obu $rodkow kontrastowych
jednoczesnie, w czasie jednego badania, zaréwno z wykorzystaniem MRI, do badan
strukturalnych moézgu, jak i fluorescencyjnego do badan funkcjonalnych mézgu. Do tej pory
obie substancje, zaliczane do zwigzkéw o matlej toksyczno$ci, byly stosowane u ludzi
pojedynczo (42-45), ale nieznane byly interakcje migdzy nimi. Dlatego podjeto badania, aby
sprawdzi¢ czy ICG 1 Gadovist podane tacznie beda bezpieczne. W badaniach wybrano stezenia
podawanych s$rodkow wystepujace w surowicy u ludzi przy standardowych badaniach
obrazowych jak réowniez wielokrotnie wyzsze. Wykonane badania spektroskopowe, zaréwno

NMR jak i Vis-nIR nie wykazaty interakcji migdzy badanymi $rodkami kontrastowymi
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niezaleznie od stezen obu substancji. Z literatury wiadomo, ze ICG w roztworach wodnych
tworzy oligomery (46-48), ktore sa bardziej toksyczne dla komorek niz monomery. Ich ilos¢ w
roztworze wzrasta wraz ze stezeniem ICG, dlatego rownolegle z badaniami na komorkach
prowadzono badania ex-vivo nad zjawiskiem oligomeryzacji ICG. Stwierdzono (stosujac
spektroskopie absorpcyjng), ze w roztworze zawierajacym 25uM ICG przewazaja monomery.
W przypadku najwyzszego stezenia 125uM ICG - przewazaty oligomery. Wykazano tez, ze
wiasciwosci fizykochemiczne ICG 0znaczane przy uzyciu spektroskopii NMR i absorpcyjnej sa
inne w czystym roztworze wodnym niz w jonowym S$rodowisku inkubacyjnym LOCKE,
stosowanym w hodowli komoérkowej w czasie eksperymentéw. Te rdznice zanikaty, gdy
whasciwosci fizykochemiczne ICG badano w roztworze wodnym wzbogaconym w jony Ca®* w
tym samym stgzeniu, ktore wystepuje w LOCKE. Wysnuto wniosek, ze ICG taczy si¢ z jonami
wapnia. Na podstawie eksperymentow przeprowadzonych z réwnoczesnym i sekwencyjnym
podawaniem ICG i Gadowistu, mozna przyjac, ze podawanie obydwu zwigzkow kontrastowych
w kolejnosci najpierw Gadovist, a potem ICG jest bezpieczne dla neuronéw. Stwierdzono przy
tym, ze Gadovist wykazuje wlasciwosci neuroprotekcyjne o niejasnym mechanizmie wobec
ICG. Wyniki badan z wykorzystaniem spektroskopii NMR i absorpcji atomowej przedstawiono
w pracy B6.

Wrtasng aplikacj¢, NMRanalysis, wykorzystatam do analizy widm protonowych zwigzkow
hydrofilowych i hydrofobowych ptynéw ustrojowych i tkanek. Dane otrzymane z widm NMR
tych pltynow, wygenerowane przez wtasng aplikacje, poddane zostaty analizie statystycznej.
Oceniatam m.in. zmiany stezen aminokwasow oraz innych zwiazkow organicznych plynu
moézgowo-rdzeniowego u pacjentdOw po izolowanym urazie mozgu (B7). Byly to pierwsze na
$wiecie badania korelacji zmian st¢zenia tlenku azotu, spowodowanych przez stres oksydacyjny
(wynik urazu mozgu) ze zmianami st¢zenia L-cytruliny w okresie 14 dniowej obserwacji
chorych. Dotychczasowe badania prowadzone na zwierzgtach w ciggu 72 godzin po wywotaniu
stresu oksydacyjnego potwierdzaty korelacj¢ zmian st¢zenia L-cytruliny ze zmianami stezenia
tlenku azotu (49;50). Badania wtasne przedtuzone do 14 dni wykazaty, ze stezenie L-cytruliny
koreluje ze zmianami tlenku azotu w ciggu 72 godzin, ale pdzniej korelacja zanika. Stezenia
tlenku azotu powraca do wartosci prawidlowych, a stgzenie L-cytruliny dalej maleje i spada
ponizej warto$ci prawidlowych (zmierzonych dla grupy kontrolnej). U pacjentow z
rozleglejszymi urazami mozgu, mniejszymi wartosciami GOS (Glasgow Outcome Scale) i RTS
(Revised Trauma Score), stwierdzano takze wyzsze stezenia badanych metabolitow: argininy,
L-cytruliny, kreatyny, kreatyniny, alaniny, fenyloalaniny, 3-OH-maslanu, octanu, acetonu,

acetooctanu, myo-inozytolu i scyllo-inozytolu, tyrozyny, choliny, GABA, izoleucyny, lizyny,
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waliny, histydyny, progronianu, mleczanu, cytrynianu, mrowczanu, glutaminy (GlIn),
glutaminianu (Glu) oraz tacznie GIn i Glu. Przedstawione w pracy B7 wyniki wskazuja, ze
wyzsze stgzenia metabolitow w plynie moézgowo-rdzeniowym pomagaja w powrocie do
zdrowia, co manifestuje si¢ wyzszymi wartosciami GOS. Praca cytowana jest w 14
publikacjach (baza Web of Science z dnia 03.08.2016).

W ramach projektu badawczego zatytutowanego ,Zastosowanie CDP-choliny w
izolowanych urazach moézgu” (projekt badawczy MNISW 6 PO5C 02420, 2001-2004)
prowadzitam badania profilu metabolicznego ptynu moézgowo-rdzeniowego z wykorzystaniem
spektroskopii NMR w ciggu 14 dniowej terapii pacjentow. Wyniki pokazaty, ze chociaz
przezywalno$¢ pacjentow poddanych leczeniu CDP-choling jest wigksza, to nie
zaobserwowano istotnych réznic w profilu biochemicznym ptynu moézgowo-rdzeniowego (Zat.
3czese C—2, 3, czes¢ E — 29, 31, 34, 36). Wyniki te nie wchodza w sktad cyklu publikacji, ale
wskazuja praktyczne wykorzystanie mojego dorobku w badaniach klinicznych.

W kolejnych badaniach analiz¢ widm NMR rozszerzylam o analiz¢ dyskryminacyjng
otrzymanych z nich danych. Do badan wykorzystalam opracowane przeze mnie procedury
zbierania probek 1 ich przechowywania oraz wlasng aplikacj¢ wspomagajaca analize widm
NMR. Analiza dyskryminacyjna danych uzyskanych z widm NMR umozliwita zbudowanie
modelu klasteryzacji pacjentow. W badaniach wlasnych stosowatam komercyjng aplikacj¢ do
analiz statystycznych widm, SIMCA, a w analizie statystycznej metody nienadzorowane i
nadzorowane. W analizach chemometrycznych widm NMR (51-62) powszechnie przyj¢to
stosowanie metody OPLS-DA (analiza dyskryminacyjna zmiennych ortogonalnych metoda
czastkowych najmniejszych kwadratow, ang. Orthogonal Partial Least Squares Dicriminant
Analysis) ze skalowaniem Pareto, ktore zwigzkom o matych stezeniach nadaja wiekszy wplyw
na tworzenie modelu niz zwigzkom o wigkszych stgzeniach. Wyniki takich analiz pozwalaja
uzyska¢ informacje o klasyfikacji pacjentoéw do grup, a wskazywane biomarkery ukierunkowac
poszukiwania patomechanizmow.

W pracy wiasnej B8 opisano zastosowanie metabolomiki do diagnostyki stwardnienia
zanikowego bocznego (SLA). Praca ta jest, wedtug mojej najlepszej wiedzy, druga pracg na
$wiecie poswigcong tej tematyce. Jest cytowana w jednej publikacji i jednej monografii (70;71).
Analiza dyskryminacyjna danych otrzymanych z widm spektroskopowych NMR ptynu
moézgowo-rdzeniowego pobranego od grupy chorych z SLA i grupy chorych kontrolnych (bez
chorob neurologicznych) wykazata mozliwo$¢ réznicowania grupy chorych od grupy
kontrolnej. Analizowane wyniki badan pltynu modzgowo-rdzeniowego pacjentow z

wykorzystaniem metabolomiki pozwolity w 91% na prawidlowa ich kwalifikacj¢ do
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odpowiednich grup. Analiza 33 sygnaléw pochodzacych od jader czgsteczek metabolitow
wskazata potencjalne biomarkery: octan, mleczan, acznie Glu i Gln, choling, mrowczan,
fenyloalaning, glukoze, kreatyng, waling, tyrozyne, lizyng¢ i alaning. Stwierdzono istotnie
statystycznie wyzsze stezenia octanu, mleczanu oraz tagcznie Gln i Glu u chorych z SLA.
Jednym z istotnych celéw moich badan bylo sprawdzenie, czy opracowana metodyka
badawcza, metabolomika z wykorzystaniem spektroskopii NMR, ma zastosowanie og6lne, tzn.
nie zalezy od badanego medium, nie zalezy od badanych grup chorych (r6zne patologie) oraz
moze by¢ stosowana zaroOwno w badaniach ludzi jak 1 w przypadku badan modeli zwierz¢cych
choréb. Zastosowanie opracowanych, wiasnych procedur i aplikacji zostalo sprawdzone na
probkach ptynow ustrojowych pochodzacych od grup chorych liczacych 10-30 osob/grupe i/lub
w roznych stanach patologicznych podanych ponizej. Wspotpracujacy klinicysci i biolodzy
zaproponowali wykorzystanie metabolomiki w badaniach:
(i) ptynu mozgowo-rdzeniowego — w celu wykrycia réznic w profilu metabolicznym grupy
kontrolnej i chorych ze stwardnieniem zanikowym bocznym (SLA) (B8, Zat. 3 cz¢$¢ E -
24), u chorych po urazach mozgu (B7, Zat. 3 cz¢$¢ E — 35), chorych z guzami mozgu
(B1, B2), chorych z potwierdzong $miercia moézgu oraz chorych na stwardnienie
rozsiane (SM);
(if) zotci — do wezesnej oceny funkcji watroby po przeszczepie (B3, B4, Zat. 3 cz¢$¢ E — 11,
12, 14, 27, 28, 30, 32, 33);

(iii) surowicy — do réznicowania pacjentow z dyslipidemia, u ktorych choroba rozwija sig
jako wielonaczyniowa choroba wiencowa lub jako cigzka stenoza aortalna (Zat. 3 czes$¢
E — 2, 50) oraz do roéznicowania osob zdrowych i chorych na sarkoidoze (Zal. 3 cze$¢ E
—1, 46, 51). Wyniki te nie wchodzg w sktad cyklu publikacji, ale wskazujg praktyczne
wykorzystanie mojego dorobku w badaniach klinicznych — badania sg kontynuowane;

(iv) ptynu stawowego — do roznicowania reumatoidalnego zapalenia stawow od

zwyrodnieniowego zapalenia stawow (Zat. 3 cz¢$¢ E — 4, 5). Wyniki te nie wchodzg w
sktad cyklu publikacji, ale wskazuja praktyczne wykorzystanie mojego dorobku w
badaniach klinicznych — badania sg kontynuowane.

Potwierdzenie $mierci mozgu jest ciggle problematyczne, a ze wzgledu na coraz czgstsze
pobieranie narzadow do transplantacji budzi wiele emocji m.in. rodzin. Ciagle poszukiwana jest
niezalezna, obiektywna metoda potwierdzajaca $mier¢ moézgu. Metabolomike wykorzystujaca
spektroskopie¢ NMR zastosowatam do badan zmian biochemicznych ptynu moézgowo-
rdzeniowego pobranego od pacjentdw ze stwierdzong Smiercig mézgu. Wykonana przeze mnie

analiza widm NMR wskazuje na mozliwos¢ jej potwierdzenia na podstawie badan
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biochemicznych ptynu mozgowo-rdzeniowego. Przeprowadzone badania ptynu moézgowo-
rdzeniowym pacjentow ze stwierdzong $miercig moézgowa Wykazaty zwickszone stezenie m.in.
zwigzkow cyklu beztlenowej przemiany materii (mleczanu, alaniny i pirogronianu).
Kontynuuje badania nad poréwnaniem zmian biochemicznych ptynu mézgowo-rdzeniowego
wystepujacych W grupie pacjentdow ze $miercig médzgu ze zmianami w plynie W grupie
pacjentow z izolowanym urazem mozgu, zarowno tych, ktorzy przezyli 30 dniowy okres
obserwacji od urazu, jak i tych, ktorzy w tym czasie zmarli. Wyniki badan nie wchodzg w
zakres opisywanego osiggni¢cia naukowego, ale wskazuja praktyczne wykorzystanie
metabolomiki i opracowanych przeze mnie procedur w badaniach klinicznych.

Metabolomikg, a wilasciwie lipidomikg, wykorzystatam do badan surowicy chorych na
sarkoidoze. To choroba trudna do zdiagnozowania rutynowymi metodami i opracowanie
specyficznego testu do jej rozpoznania przyspieszyloby wilasciwa terapi¢. Badania profilu
lipidowego z wykorzystaniem spektroskopii NMR pokazaty, ze zastosowanie lipidomiki
pozwala na rozroznienie osob chorych od zdrowych oraz wskazaly potencjalne biomarkery:
fosfatydylocholing, triglicerydy i kwasy tluszczowe. Wyniki tych badan przedstawiono na
konferencjach miedzynarodowych i krajowych (Zat. 3 cz¢$¢ E — 1, 46, 51). Kontynuuje badania
nad wptywem rehabilitacji oddechowej na sktad lipidowy surowicy chorych z wykorzystaniem
lipidomiki wykorzystujacej spektroskopie NMR. Wyniki te nie wchodza w sklad cyklu
publikacji, ale wskazujg praktyczne wykorzystanie mojego dorobku w badaniach klinicznych.
Sa to pierwsze badania ta metoda z zastosowaniu do diagnostyki sarkoidozy. Podobne badania
z zastosowaniem metabolomiki prowadzone byty w Polsce w przypadku innych chorob ptuc
takich jak guzy ptuc i obturacyjna choroba ptuc (63), a takze w badaniach bezdechu sennego
(64;65).

Ze wzgledu na inne postgpowanie terapeutyczne w reumatoidalnym zapaleniu stawow
(RZS) 1 zwyrodnieniowym zapaleniu stawdéw (ZZS) istotne jest postawienie prawidlowej
diagnozy. Przeprowadzitam badania mozliwo$ci zastosowania metabolomiki wykorzystujacej
spektroskopie¢ NMR do badan diagnostycznych obu chordb. Do tej pory diagnostyka tych
chorob opiera si¢ na stwierdzeniu obecnosci przeciwciat anty-CCP (ang. anti-cyclic
citrullinated peptide), przeciwciatl IgG przeciwko cyklicznemu peptydowi cytrulinowemu, W
postaci reumatoidalnej choroby. Istnieje jednak grupa chorych seronegatywnych, dla ktorej
op6znienie w leczeniu skutkuje znacznymi i nicodwracalnymi uszkodzeniami stawow. Badania
spektroskopowe pltynu stawowego pobieranego od chorych w czasie synowektomii stawu
kolanowego zostaty wykorzystane do zbadania mozliwosci rozrdzniania chorych i tym samym

mozliwosci wczesnej diagnostyki. Analiza OPLS-DA danych spektroskopowych wykazata
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roznicowanie grup chorych i prawidtowa klasyfikacje pacjentow w 100% w RZS i 90% w ZZS.
Wyniki badan przedstawiano na konferencjach migdzynarodowych (Zat. 3 cz¢$¢ E — 4, 5), ale
nie wchodza one w sktad cyklu publikacji lecz wskazujg praktyczne wykorzystanie mojego
dorobku w badaniach klinicznych. Badania sa kontynuowane. Sg to pierwsze badania tg metodg
w zastosowaniu do réznicowania obu chorob. Badania z zastosowaniem metabolomiki w
zastosowaniu do diagnostyki tylko RZS prowadzit w Polsce i przedstawit w swojej pracy Zabek
i wsp. (66).

Badatam rowniez mozliwos¢ zastosowania spektroskopii NMR i lipidomiki do réznicowania
dwoch grup chorych. Byli to chorzy z dyslipidemia, u ktorych rozwijata si¢ wielonaczyniowa
choroba wiencowa lub ci¢zka stenoza aortalna. Nieznana jest przyczyna powodujaca rozwoj
jednej lub drugiej choroby. Kazda z tych chorob wymaga innego leczenia i wskazane jest
szybkie postawienie prawidtowej diagnozy. Na podstawie przeprowadzonych badan wlasnych
surowicy chorych (lipidomicznych) mozna stwierdzi¢, ze mozliwe jest rozroznienie tych dwoch
grup chorych. Wyniki przedstawione zostaly na konferencjach mi¢dzynarodowej i krajowej
(Zat. 3 cze$¢ E — 2, 50). Sa to pierwsze badania tg metodg w tych grupach chorych. Wyniki tych
badan nie wchodza w sktad cyklu publikacji, ale wskazuja praktyczne wykorzystanie mojego
osiggniecia haukowego w badaniach klinicznych.

W czasie realizacji projektu w ramach sieci naukowej MNiSW |, Farmakologiczna 1
genetyczna protekcja oraz cytoprotekcja w schorzeniach osrodkowego uktadu nerwowego” (nr
28/E-32/SN-0053/2007, 2007-2009) prowadzone byly badania ekstraktow zwigzkow
hydrofilowych i hydrofobowych hipokampa szczura. Wyniki badan przedstawiono w publikacji
(Zat. 3 czgs¢ B — 3) oraz na konferencji (Zat. 3 cze$¢ E — 45), nie wchodza one jednak w sktad
cyklu publikacji, ale rowniez wskazujg praktyczne wykorzystanie mojego dorobku w badaniach
biologicznych.

Podsumowujac dotychczasowe wyniki badan wlasnych, mozna potwierdzi¢, ze
metabolomika wykorzystujaca spektroskopie NMR, wraz z przygotowang dedykowanag wtasng
aplikacja, moze by¢ stosowana w badaniach dowolnego medium m.in. surowicy, plynu
moézgowo-rdzeniowego, zotci, moczu czy ekstraktow tkanek. Metoda pozwala na zbudowanie
modelu klasteryzacji, ktory umozliwia rozréznianie oso6b potencjalnie chorych od zdrowych lub
podzialu os6b chorych na dowolng liczbe grup, klasyfikowanych wedtug wybranych kryteriow
np. pici, wieku, réznych postaci choroby, dodatkowych badan klinicznych, zastosowanej terapii
itp. Wybranie spo$rod badanych osob potencjalnie chorych, pozwala na dalszg szczegotowa
diagnostyke tylko tej grupy, podczas gdy pozostali moga pozosta¢ pod dalszg obserwacja

lekarska lub ich diagnostyka moze by¢ prowadzona w kierunku innych chordb. Rozréznienie
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grup chorych pozwala réwniez na indywidualny dobor terapii — tzw. terapi¢ spersonalizowang.
Dodatkowo, badania metabolomiczne  wskazuja takze potencjalne  biomarkery
patomechanizméw. Badania wlasne prowadzone z wykorzystaniem plynu stawowego wskazaty
biomarkery takie jak: pirogronian, octan, lizyna, glutaminian (Glu) i glutamina (Gln), cholina,
cytrulina, cytrynian (Zat. 3 czes¢ E — 4, 5). Biomarkery te zostaly juz wczeéniej zbadane
pojedynczo przez rézne grupy badawcze, potwierdzajac ich znaczenie z obu badanych przeze
mnie chorobach stawdw (67-69). Wydaje si¢, ze moze to by¢ potwierdzeniem przydatnosci
metabolomiki do celow diagnostycznych i1 poszukiwania biomarkerow patomechanizméow.

Wszystkie badania prowadzone w ramach opisywanego zagadnienia habilitacyjnego,
bedacego moim osiagnigciem naukowym, ukierunkowane byly na opracowanie nowoczesnej
metody pozwalajacej na szybka, wstepna diagnostyke — fingerprint. Ma to znaczenie dla choréb
szczegolnie trudnych diagnostycznie, np. sarkoidozy (Zat. 3 czes¢ E — 1, 46, 51) czy SLA (B8).
Technika ta znalazta zastosowanie miedzy innymi w badaniach wrodzonych chordob
metabolicznych, badaniach odrzucania przeszczepionego narzadu, toksykologii, diagnostyce i
prognostyce chordb, skutecznosci dziatania lekéw i stanie odzywienia (16;72-95). Podjeta
przeze mnie tematyka badawcza jest wazna i stale aktualna, znajdujac coraz szersze
zainteresowanie wsrod klinicystow w diagnostyce klinicznej, jak rowniez w badaniach
podstawowych — w poszukiwaniu patomechanizméw. Obecnie w badaniach patomechanizmow
dazy sie do polaczenia metabolomiki, proteomiki, genomiki i transkryptomiki. Zadna z tych
metod osobno nie wyjasnia w pelni patomechanizmoéw, chociaz moze by¢ stosowana jako
fingerprint. Laczac informacje otrzymane z analizy profilu metabolicznego z uzyskanymi z
badan genetycznych, transkryptomiki i proteomiki mozna lepiej zrozumie¢ mechanizmy
choroby czy toksycznosci lekow. Metodyka badawcza, metabolomika wykorzystujaca
spektroskopie¢ NMR, zaproponowana i1 wykorzystana w badaniach wtasnych, oraz opracowane
na jej potrzeby procedury badawcze zostaly pozytywnie zweryfikowane w wielu
zastosowaniach klinicznych i biomedycznych dla roéznych rodzajow badanych mediow —
ptynoéw ustrojowych 1 ekstraktow tkanek.

Najwazniejszymi osiggnigciami naukowymi badan wilasnych z wykorzystaniem
spektroskopii NMR w badaniach metabolomicznych sa opracowania:

¢ metodyki badan probek kliniczno-biologicznych, w tym:
a. opracowanie protokotow pobierania i przechowywania probek,

b. metody ekstrakcji zwigzkow hydrofobowych i hydrofilowych z probki,

C. dobranie sekwencji impulséw i ich parametréw do pomiarow widm NMR.
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¢ aplikacji komputerowej NMRanalysis do analizy widm NMR probek kliniczno-
biologicznych zawierajaca:
a. normalizacje amplitud sygnatow metabolitow do amplitudy sygnatu substancji
Wzorcowej,
b. korekte linii podstawowej,
c. redukcje danych metoda selekcji metabolitow,
d. analiz¢ widm protonowych i fosforowych,

e. analiz¢ widm zarowno zwigzkow hydrofilowych jak 1 hydrofobowych.

% modeli do stworzenia fingerprintu bazujacego na badaniach metabolomicznych z
wykorzystaniem spektroskopii NMR, do zastosowania we wczesnej diagnostyce

klinicznej i do terapii spersonalizowane;j.

5. Omowienie pozostalych osiagnie¢ naukowo - badawczych.

Do roku 1994, tj. do czasu uzyskania stopnia doktora, zajmowatam si¢ zjawiskiem NMR i
jego wykorzystaniem w diagnostyce medycznej. Poczatkowo uczestniczytam w pracach
zespotu pracujacego nad konstrukcja przeptywomierza wykorzystujacego zjawisko NMR.
Wyniki prac przedstawione zostaly na konferencjach, takze jeszcze po uzyskaniu stopnia
doktora (Zat. 3 czg¢$¢ E — 8, 13, 41). Urzadzenie dokonywalo pomiaru zaréwno predkosci
przeptywu ptynu poza ustrojem, jak rowniez czasu relaksacji T; medium. Pomiar czasu
relaksacji T; wykorzystano do oceny zmian sktadu ptynu przeptywajacego w rurkach.
Urzadzenie pracowato w polu magnetycznym magnesu statego (ok. 200 mT) i wykorzystywane
bylo do badan rdéznic sktadu biochemicznego przeptywajacych pltynéw. Ocena mozliwosci
wykorzystania tej metody do réznicowania wiasnosci fizykochemicznych ptynow w warunkach
dynamicznych, w czasie przeptywu plynu w rurce, stanowity tezy mojej rozprawy doktorskie;j.
zastosowaniem do badan biochemicznych ptynéw ustrojowych.

W roku 1997, w czasie pracy w IBIB PAN i w szpitalu klinicznym Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego, we wspolpracy z IMDiK PAN wykonywatam badania
uszkodzonego dos$wiadczalnie mozgu szczura (niedokrwienie jednej potkuli moézgu). W
badaniach tych wykorzystywatam rentgenowska tomografie komputerowa (CT) wykonujac
obrazowanie mozgu szczura. Opracowatam procedur¢ badawcza, polegajaca na dopasowaniu
parametrow ekspozycji do badan moézgu szczura oraz przeprowadzitam analiz¢ porownawcza
obu potkul mozgu w celu okreslenia zakresu 1 wielkosci zmian wywotlanych niedokrwieniem.
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Obecnie we wspotpracy z IMDIK PAN biorg udziat w badaniach:

(i) neurotoksyczno$ci nanoczastek srebra (prace w toku) oraz neurotoksycznosci
tetrabromobisfenolu A (Zat. 3 czes¢ B-1, 2, 8, 9),

(if) oddziatywania syntetycznych bastadyn na receptory rianodynowe (Zat. 3 czes¢ B — 4),

(iii) zmian w st¢zeniach wybranych interleukin w surowicy pacjentow z chorobg Parkinsona
(Zat. 3 czgs¢ B - 3).

Uczestnicze¢ rowniez W pracach zespolu w IBIB PAN, ktory zajmuje si¢ zastosowaniem
obrazowania fluorescencyjnego w badaniach klinicznych. Badania te wykorzystuja czasowo-
rozdzielczag spektroskopie w bliskiej podczerwieni oraz optyczny érodek kontrastowy ICG,
ktory podany pacjentowi dozylnie naptywa wraz z krwig do moézgu. Jest to nieinwazyjna
technika optyczna pozwalajaca wyznaczy¢ szybko$¢ naptywu optycznego srodka
kontrastowego i jego klirens, ktory daje informacje o perfuzji. Zmiany perfuzji w potkulach
moézgu pozwalaja na réznicowanie chorej i zdrowej. Badania przeptywu krwi z wykorzystaniem
ICG pokazaly, ze metoda obrazowania fluorescencyjnego pozwala na roéznicowanie grup
chorych: ze $miercia mozgu, obrzekiem, uszkodzong bariera krew-moézg i grupa kontrolna.
Wyniki przedstawiono w publikacjach (Zat. 3 cz¢gs¢ B — 5, 6, 7) i doniesieniach
konferencyjnych (Zat. 3 cze$¢ E — 5-7, 22, 23, 47-49).

Informacje uzupetniajace o pracach badawczych:
— kierowanie jednym projektem badawczym (Zat. 3 cze$¢ D - 1),
— udziat jako gléwny wykonawca lub wykonawca w trzech projektach badawczych i
trzech sieciach naukowych,
— opiekun naukowy pigciu prac magisterskich, w tym jednej jako promotor.

Efektem mojej pracy naukowej sg 22 publikacje w czasopismach z listy filadelfijskiej o
tacznym IF = 35.458 oraz 51 doniesien prezentowanych na krajowych i mi¢dzynarodowych
zjazdach i sympozjach naukowych, publikowane w czasopismach z listy filadelfijskiej o
tacznym IF = 32.736. Liczba cytowan publikacji wedlug bazy Web of Science (WoS) wynosi
155 (144), w tym 140 (132) bez autocytowan, a indeks Hirscha wedlug bazy WoS wynosi 7.

Wykonatam tez 134 ekspertyzy projektoéw medycznych i biologicznych, z ktorych realizacja
68 byta przeze mnie nadzorowana. Uczestniczytam, jako ekspert, w czterech komisjach
przetargowych dotyczacych zakupu kardioangiograféw oraz 68 innych komisjach

przetargowych.
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