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Omowienie osiagniecia naukowego bedacego cyklem prac naukowych

W trakcie pracy nad rozprawa doktorska, w przypadku optymalizacji protokotu
ekstrakcji prowadzonej z hodowli komoérkowych, aby moc wyekstrahowac badane zwigzki w
danym punkcie czasowym wielokrotnie stawalem przed konieczno$cig terminacji hodowli.
Takie dzialanie jest nieoptymalne, gdyz powoduje konieczno$¢ multiplikacji badanego
materiatu, wymuszajac tym samym zwigkszenie nakladu pracy oraz zuzycia i kosztéw
odczynnikow, co nie jest pozostaje bez wplywu na otaczajace Srodowisko. Nawet w
przypadku hodowli komoérkowych linii ustalonych, wystgpuja réznice fenotypowe migdzy
kolejnymi pasazami, ktore moga powodowac zmienno$¢ w odpowiedzi komoérek na badany
czynnik. W przypadku hodowli pierwotnych, komoérek nie mozna hodowaé bezterminowo,
poniewaz kazda z wyprowadzonych linii charakteryzuje si¢ ograniczong liczba podziatéw
mitotycznych, po ktorych nastgpuje proces programowanej $mierci komorki. Dodatkowo,
zmienno$¢ fenotypowa takich hodowli przebiega bardzo szybko. W zalezno$ci od
pochodzenia tkankowego, komorki potrafig si¢ odrdéznicowac i straci¢ cechy biochemiczne
charakterystyczne dla stanu in vivo na przestrzeni kilku pasazy. Dlatego, w trakcie tego
relatywnie krotkiego okresu, istotnym jest uzyskanie jak najwigkszej ilosci danych z takiej
hodowli. Mozna to osiggnaé stosujac nowoczesne i wyrafinowane metody badawcze i/lub
taczac rozne rodzaje oznaczen. W drugim przypadku wybrane metody musza by¢ ze soba
kompatybilne, co oznacza, ze jedno oznaczenie nie powinno interferowa¢ w kolejne. Jedng z
relatywnie nowych dziedzin nauki w aplikacjach zwigzanych z hodowlami komoérkowymi jest
metabolomika. Nauka ta zajmuje si¢ opisywaniem zwigzkoéw niskoczasteczkowych, ktorych
profil w badanym uktadzie jest wynikiem czynnikow wewn¢trznych — genomu,
transkryptomu oraz zewng¢trznych — wptywu $rodowiskowa. W standardowych protokotach
metabolomicznych hodowli komodrkowych stosuje si¢ rozpuszczalniki organiczne, ktorych
podanie do badanego uktadu powoduje natychmiastowe usmiercenie komorek. Po
przeprowadzeniu takiego protokolu nie ma mozliwo$ci wykonania innych oznaczen z tego
samego materialu, dotyczy to zarowno prostych oznaczen cytotoksycznosci, jak i bardziej
ztozonych protokotéw, np. immunochemicznych (w tym obrazowania morfologicznego czy
badan biochemicznych danej hodowli). Nalezy tez pamigta¢, ze prowadzenie badan na
modelach in vitro ma na celu ominigcie oznaczen na modelach zwierzgcych in vivo lub ex
vivo albo zredukowanie liczby osobnikow, oraz w badaniach klinicznych. Dlatego
opracowujac nowe protokoly analityczne, w tym oznaczenia metabolomiczne, stosowane w
hodowlach komoérkowych nalezy porownywac je do badan na organizmach zywych. Dobor

modelu komorkowego (rodzaj komorek, typ prowadzonej hodowli, stosowane media



komoérkowe oraz dodatki do tychze) oraz odpowiedniej techniki analitycznej (hamowanie
metabolizmu komorkowego, metoda preparatyki probki, analiza instrumentalna, analiza
danych) powinien cechowac¢ si¢ wysokim poziomem ekstrapolacji in vitro - in vivo (ang. in
vitro to in vivo extrapolation, IVIVE). W przypadku choréb nowotworowych najistotniejszym
zrédlem odniesienia dla hodowli komérkowych powinna by¢ tkanka nowotworowa, dlatego
tworzac nowy model in vitro nalezy zadba¢ o jak najwyzszy poziom IVIVE wzgledem tkanki
in vivo.

Chcac zaadresowac problemy towarzyszace badaniom komérkowym rozpoczatem od
przegladu literatury, aby przeanalizowaé obecny stan wiedzy dotyczacy badan
metabolomicznych hodowli komoérkowych. Dzigki temu zidentyfikowatem obszary do
kontynuowania wdrazania nowatorskich rozwigzan analitycznych do badan in vitro [A-3]. W
pracy pogladowej jako model wybratem glejaki. Do§wiadczenie w pracy na tym modelu
nabylem jeszcze jako uczestnik studiow doktoranckich, w trakcie realizacji grantu
finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki, konkurs: HARMONIA 7, o tytule: ,,Nowe
rozwigzania analityczne w onkologii: od badan podstawowych do szybkiej diagnostyki
srédoperacyjnej”. Projekt ten zaktadat prowadzenie oznaczen metabolomicznych ex vivo na
tkance natywnej (nie poddanej homogenizacji), a protokét ekstrakcyjny miat by¢ jak najmniej
inwazyjny 1 destrukcyjny dla tej tkanki, tak aby mogta by¢ wykorzystana w nastepczej
analizie histopatologiczne;j.

W modelach in vitro, dobdér protokolu preparatyki probek rozpoczyna si¢ od
identyfikacji czy w danym eksperymencie badacze skupiaja si¢ na analizie metabolomu
zewnatrzkomorkowego (egzometabolom) czy wewnatrzkomorkowego (endometabolom). W
pierwszej opcji protokoét jest zdecydowanie mniej skomplikowany i zaczyna si¢ od pobrania
medium komorkowego kondycjonowanego zwigzkami wydzielonymi do niego przez
komorki. Nastepnie dochodzi do zahamowania metabolizmu, najczesciej przez umieszczenie
probki w cieklym azocie, rozmrozenie oraz dalsza preparatyke probki wybrang metoda
analityczng. Analiza wewnatrzkomorkowa jest trudniejsza ze wzgledu na konieczno$¢
uwolnienia zwigzkéw niskoczasteczkowych, aby byly one dostepne dla wybranej metody
ekstrakcji oraz szybkiego i skutecznego hamowania metabolizmu komoérek. Podobnie jak w
analizie egzometabolomu, pierwszy etap polega na zebraniu starego medium znad komorek,
nastgpnie komorki sg najczesciej przemywane zimnym roztworem PBS. Celem tego etapu sa
dwa gltowne elementy: zahamowanie metabolizmu przez niska temperatur¢ oraz dokladne
wyphukanie medium komoérkowego. Pozostalosci mogtyby zaburzy¢ analize, gdyz moze doj$¢

do ,kontaminacji” metabolomem zewnatrzkomorkowym. Do tego momentu wigkszos¢



protokotow jest bardzo zbiezna, wykazujac jedynie subtelne réznice: prowadzenie dwodch
ptukan zamiast jednego, wykorzystanie 0,9% roztworu NaCl zamiast PBS. Natomiast w
kolejnym etapie wida¢ wyrazny podzial na dwie gtowne strategie: 1) podanie roztworu
organicznego bezposrednio na ptytke/butle hodowlang lub 2) oderwanie komorek od plytki
hodowlanej i nastgpnie analiza wybrang metodg preparatyki probek. W pierwszej opcji
najczesciej wybierany jest metanol (lub jego mieszanina z wodg) lub acetonitryl (réwniez
czasami w polaczeniu z wodg). Nastepnie, probka poddawana jest ultrawirowaniu i w
kolejnym etapie przeprowadza si¢ analiz¢ instrumentalng. Do odklejania komorek najczesciej
wykorzystywany jest 0,25% roztwor trypsyny, jest to enzym proteolityczny szeroko
stosowany w hodowlach komorkowych, gdzie stuzy do prowadzenia pasazu komorek
adherentnych. Druga wykorzystywang metoda do odklejenia komoérek jest ich fizycznie
odrywanie za pomoca specjalnych ,,skrobaczek™ do komorek (ang. scrappers), to podejécie
powoduje niszczenie komorek, ale skoro celem jest analiza endometabolomu nie ma to
wiekszego znaczenia dla calego protokohu. Nastgpnie probka jest przenoszona do probowki,
odwirowywana, a osad komérkowy zawieszany w roztworze organicznym. Ostatnim etapem
jest wytrzasanie, ponowne wirowanie i poddanie supernatantu analizie instrumentalnej. W
niektérych przypadkach taczono bezposrednig analiz¢ w naczyniu hodowlanych oraz
odklejanie komorek, w tym celu optukane z medium komorki zalewano roztworem
organicznym, a nast¢gpnie odrywano w/w skrobaczkami do komorek. Wzglednie czgsta
modyfikacja ekstrakcji ciecz-ciecz (ang. liquid-liquid extraction, LLE) bylo prowadzenie
ekstrakcji trzema odczynnikami podawanymi konsekutywnie: woda, metanol, chloroform (w
analizowanych pracach kolejno$¢ dodawania byla zréznicowana). Po ekstrakcji fazy byly
rozdzielane, chloroform zawierat gtéwnie lipidy 1 zwiagzki niepolarne, a faza wodno-
metanolowa zwigzki polarne. Wyzej opisane, metody preparatyki probek stosowane w
hodowlach komérkowych GBM, stosowane takze w innych modelach komoérkowych in vitro,
mimo ze zawieraja kilka etapéw, sg raczej proste do wykonania, a najczesciej wybierang
metoda ekstrakcyjng jest ekstrakcja ciecz-ciecz. Cechuje si¢ ona bardzo szerokim spektrum
ekstrahowanych zwigzkow, jednak z drugiej strony procedura sg wieloetapowa oraz nie jest
mozliwe jej wykorzystanie w systemie wysokoprzepustowym. Dodatkowo, prowadzenie
ekstrakcji jest terminalne dla hodowli co wymusza konieczno§¢ multiplikacji probek oraz
uniemozliwia wykorzystanie tej samej probki do innych analiz. Pozostawia to szerokie pole
do manewru dla wykorzystania nowszych, zuzywajacych mniej rozpuszczalnikéw
organicznych i/lub rozpuszczalnikéw, mniej toksycznych dla ludzi i $rodowiska metod

preparatyki probek. Dodatkowo oczyszczanie probek tylko przez ultrawirowanie jest



rozwigzaniem bardzo niebezpiecznym dla instrumentoéw analitycznych szeroko stosowanych
w metabolomice czyli chromatografach cieczowych sprzezonych ze spektrometriag mas (ang.
liquid chromatography-mass spectrometry, LC-MS). Nigdy nie jest pewne, ze wszystkie
biatka, peptydy czy nawet pozostatosci komoérek badz zostaty odwirowane do osadu, a
elementy te w bardzo tatwy sposdb moga negatywnie wptyna¢ na instrumenty analityczne
dostosowane do badan metabolomicznych. Ponadto nielotne sole nieorganiczne, niezbedne
sktadniki medium komorkowego, pozostaja obecne w probce i1 interferuja oznaczenia
metabolomu. Ich obecno$¢ w ukladzie LC-MS jest jedng z przyczyn wystgpowania efektu
przenoszenia matrycy (ang. matrix effect, ME), czyli zjawiska, ktore wystepuje gdy zwiazki
ktére nie sga analizowane wplywaja na stopien jonizacji zwigzkoéw analizowanych.
Potencjalnie powoduje to niekontrolowane roznice w intensywnosci sygnatu wynikajace z
supresji badz nasilenia jonizacji danego zwigzku. Sole rowniez moga si¢ wytragca¢ w cienkich
kapilarach uktadu LC czy w samym MS (najczesciej w zrddle) stopniowo zmniejszajac jakosé
odczytu spektrometru mas oraz wymuszajac czestsze czyszczenie i kalibracje instrumentu.
Jedna z mozliwos$ci rozwigzania tych problemoéw jest zastosowanie metodologii 0 wyzszym
stopniu oczyszczania probki ze skladnikow matrycy.

Jak pokazuje wykonany przeze mnie przeglad literatury [A-3], wykorzystanie
odpowiedniego modelu hodowli komoérkowych pozwala na osiggniecie zadowalajacego
efektu IVIVE. Wérod zwiazkoéw drobnoczasteczkowych wytypowano: kwas a-ketoglutarowy
(a-KG), kwas 2-hydroksyglutarowy (2-HG), kwas N-acetylo-asparaginowy (NAA) oraz kwas
glutaminowy (Glu), jako najbardziej dokladne biomarkery glejaka wielopostaciowego
oznaczane in vivo. Wiele badan metabolomicznych hodowli komérkowych, gdzie platforma
analityczng byl LC-MS jak i NMR, wykazaty obecno$¢ w/w zwigzkéw w analizowanych
ekstraktach. Zwiazki te wykryto zar6wno w liniach komoérkowych ustalonych oraz w
hodowlach komorek pierwotnych. Istnieje powigzanie miedzy genomika - mutacja IDHI - a
metabolomikg - Glu oraz 2-HG - co jest szczegolnie istotne w trakcie optymalizacji protokotu
chemioterapii czy oceng skutecznosci nowych kandydatow na leki na etapie badan przed
modelami zwierzecymi. Poréwnujac lini¢ ustalong T98G z pierwotnymi hodowlami komoérek
macierzystych GBM, zaobserwowano réznice w profilu metabolomicznym NAA, ktérego nie
udato si¢ zidentyfikowa¢ w linii ustalonej. Sugeruje to wyzszo§¢ IVIVE linii komoérkowej
pierwotnej nad ling ustalong. Profilowanie wymienionych onkometabolitow moze by¢
wskaznikiem skuteczno$ci dziatania chemioterapeutykow in vitro. Po podaniu temozolomidu,
w hodowlach pierwotnych opornych komoérek zaobserwowano nizsze st¢zenie Glu w

poréwnaniu do wrazliwych na ten chemioterapeutyk. Obnizone poziomy Glu byly



obserwowane w przypadku traktowania komorek glejaka everolimusem, co jest powigzane z
obnizeniem aktywno$ci glutaminazy. W innym badaniu, stosowany inhibitor glutaminazy
rowniez spowodowat zmniejszenie ilosci Glu w badanym modelu in vitro. Jedyny zwiazek,
ktérego nie udalo si¢ znalez¢ w modelach in vitro, a jest znanym onkometabolitem in vivo,
jest a-KG.

Bycie wykonawca w grancie HARMONIA 7 bylo jedng z inspiracji rozwijania
metodologii badan metabolomicznych w hodowlach komoérek nowotworowych oraz walidacji
tego protokolu modelem takiego samego nowotworu in vivo. Ze wzgledow praktycznych
wybralem model mysiego czerniaka B16F10, poniewaz ta linia komoérkowa umozliwia
prowadzenie zarowno badan in vitro oraz wszczepu syngenicznego do myszy szczepu
C57BL6 w celu wytworzenia modelu in vivo [A-4]. Jest to wigc prosty oraz cenny model do
badan IVIVE. Wyzwaniem dla obu modeli, in vitro oraz in vivo, jest niska objeto$¢ probki, tj.
okoto 100 pL dla hodowli komoérkowej oraz srednica tkanki guza wynoszaca okoto 5 mm w
modelu mysim. Dodatkowym zalozeniem, utrudniajagcym realizacj¢, ale znaczaco
zwigkszajacym jako$¢ otrzymywanych wynikow, bylo konstruowanie profili czasowych
zmian metabolomicznych zachodzacych w trakcie rozwoju guza in vivo lub proliferacji
komoérek w modelu in vitro. Oznaczanie zmian zachodzacych w czasie jest istotnym
elementem poznawania patologii badanej jednostki chorobowej niezaleznie od wybranej
choroby i jej modelu. Jest to zwigzane z faktem, Zze podobnie jak w rzeczywisto$ci zmiany
patologiczne, a w szczeg6lno$ci towarzyszace nowotworzeniu, sg zazwyczaj procesem
dlugoterminowym. Co wigcej, takie podejscie potencjalnie umozliwia rozpoznanie markera
na wczesnym etapie rozwoju jednostki chorobowej. W modelu in vitro, aby zwickszy¢ moc
statystyczng 1 przepustowo$¢ oznaczen wybratem plytki 96-dotkowe jako naczynia
hodowlane. Z kolei, zeby zwigkszy¢ poziom IVIVE, oprocz klasycznej hodowli tzw.
monolayer (2D) wybratem model hodowli przestrzennej (3D) w postaci sferoidow. Taka
hodowla 3D jest coraz cze¢sciej stosowanym modelem dla badan w tematyce onkologicznej,
gdyz w najwigkszym stopniu odzwierciedla wzrost guza in vivo niezaleznie od wybranego
rodzaju nowotworu. W warunkach in vivo tkanka guza jest niejednolita, gdyz komorki o
charakterze nowotworowym wspotistnieja z komoérkami prawidtowymi. Dodatkowo podczas
procesu nowotworzenia dochodzi do neoangiogenezy, a w centrum guza dochodzi do
wygenerowania stanu hipoksji. Dlatego w hodowlach in vitro linii ustalonych lub hodowli
pierwotnych nalezy tak dobra¢ model hodowli, aby odtworzy¢ opisane warunki. Najczesciej,
aby osiggna¢ zadowalajace odwzorowanie w/w elementéw, dla modeli nowotworowych,

wykorzystuje si¢ hodowle 3D w postaci sferoidow. Najbardziej wymagajacym elementem



prac ekstrapolacyjnych sa oczywiscie oznaczenia in vivo, ktore zgodnie z zasada 3Rs:
Replacement (zastgpienie), Reduction (ograniczenie) and Refinement (doskonalenie) oraz w
trosce o zmniejszenie réznic mig¢dzyosobniczych chciatem wykona¢ na jak najmniejszej
liczbie osobnikéw. Dlatego istotnym jest dobranie takiej metody preparatyki probki, ktora
umozliwi wielokrotne prowadzenie ekstrakcji z tego samego osobnika in vivo z jak
najmniejsza inwazyjnoscia, cierpieniem oraz dystresem. Jednocze$nie metodologia powinna
by¢ komplementarna z najbardziej rozpowszechnionym oraz zaawansowanym instrumentem
analitycznym stosowanym do analiz metabolomicznych czyli wysokosprawng chromatografia
cieczowa sprz¢zong z wysoko rozdzielczym spektrometrem mas (ang. High Performance
Liquid Chromatography- High Resolution Mass Spectrometry, HPLC-HRMS). W moim
badaniu dodatkowym kryterium byla mozliwo$¢ wykorzystania tej samej metodyki w
hodowlach in vitro w systemie wysokoprzepustowym opartym o ptytki wielodotkowe,
elastycznoscig aplikacyjng oraz prostotg protokotu.

Najczesciej protokot metabolomiki tkanek zaczyna si¢ od igtowego lub przezskérnego
pobrania bioptatu tkanki. Taki pobor jest wysoce nieckomfortowy dla pacjentoéw badz zwierzat
laboratoryjnych. W przypadku badan na gryzoniach laboratoryjnych jest niemozliwy do
wielokrotnej aplikacji w trakcie rozwoju guza, ktory osigga niewielkie rozmiary w
poczatkowych fazach eksperymentu. W badaniach nowotworowych dodatkowym minusem
takiego poboru jest kontaminacja materialu innymi tkankami niz tkanka guza, np. tkanka
taczng 1 thuszczowa oraz krwig. Kolejnym istotnym elementem jest konieczno$¢ szybkiego
zamrozenia tkanki tak aby uchroni¢ zwiazki o bardzo szybkim rozktadzie enzymatycznym jak
ATP, glutation czy NADPH. Nastepnie tkanke nalezy przeprowadzi¢ w posta¢ potplynng a
nastgpnie, wykonywana jest ekstrakcja. Najcze$ciej stosowana jest ekstrakcja z
wykorzystaniem rozpuszczalnikéw organicznych, a caly protokét mozna opisa¢ akronimem
ekstrakcja ciato stale-ciecz (ang. solid-iquid extraction, SLE) Jak wida¢ w powyzszym opisie
metodologia jest wieloetapowa, a na kazdym z etapéw mozne doj$¢ do wygenerowania bledu.
Dodatkowo protokét wymusza wycigcie tkanki, a wigc jest to badanie ex vivo, a nie in vivo
oraz jej homogenizacje, oba te procesy maja przetozenie na profil ekstrahowanych zwigzkow.
Stosowana preparatyka probek, ekstrakcja ciecz-ciecz jest mozliwa do wykonania w
hodowlach in vitro, ale przy konstruowaniu profilu czasowego, wymaga duzej ilosci probki,
gdyz w kazdym analizowanym punkcie czasowym trzeba pobraé reprezentatywna ilos¢
materiatu do analizy. Wykorzystanie nowoczesnych spektrometrow mas umozliwia analize
tkanek poddanych SLE w z wysoka przepustowos$cia wykorzystujac direct infusion-MS (DI-
MS) lub Flow Injection Analysis-MS (FIA-MS). Nalezy podkresli¢, ze w tym przypadku



termin odnosi si¢ do szybkiej analizy instrumentalnej, a nie szybkiej analizy tkanek. Jednym
z minusOéw takich analiz jest wysoki efekt przenoszenia matrycy. Do bezposredniej analizy
tkanek mozna wykorzystywa¢ rowniez techniki bezposredniego wprowadzania jondéw do
spektrometru mas. Wsrodd nich najbardziej popularne sa Desorption Electrospray lonization
(DESI) oraz Matrix Asisted Laser Desorption (MALDI). Obie techniki umozliwiaja
bezposrednig analize probek statych, w tym tkanek w postaci natywnej. Jednakze w
przypadku obu metod nie ma mozliwosci nastepczego rozdzielania wygenerowanych jonéw,
np. chromatografiag cieczowa, dlatego wszystkie jony docieraja do detektora jednoczesnie
powodujac spadek mozliwosci rozdzielczych instrumentu analitycznego. Dodatkowo w takim
ukladzie nie ma mozliwosci rozrdznienia izomerow, a rozroznienie izobardw moze by¢
problematyczne. DI-MS, FIA-MS, DESI oraz MALDI rowniez byly stosowane z sukcesem w
hodowlach komoérkowych, gdzie zalety oraz wady metod sg takie same jak opisano wyzej dla
badan tkanek.

Jako biotechnolog medyczny oraz farmaceuta w trakcie pracy zawodowej staram si¢
polaczy¢ zaawansowane modele komoérkowe z nowoczesng chemia analityczng w celu jak
najdoktadniejszego poznania testowanego modelu. W ramach rozwoju zawodowego, jeszcze
na etapie doktoratu, odbylem dwa krétkoterminowe staze w renomowanych osrodkach
zajmujagcych si¢ chemig analityczng, a w szczegélno$ci nowatorskimi metodami
mikroesktrakcyjnymi. W 2016 roku odbylem staz w Oslo w Norwegii, gdzie przeszedtem
szkolenie z podstaw tzw. electromembrane extraction (EME) przez jednego z wynalazcow tej
techniki, Pana Profesora Stiga Pedersen’a-Bjergaard’a. W tym samym o$rodku zdobytem tez
wiedz¢ dotyczaca mikroekstrakcji do fazy ciektej (ang. liquid-phase microextraction, LPME).
W 2017 roku bytem na stazu w Waterloo w Kanadzie, gdzie jako wykonawca wcze$niej
opisanego grantu odbytem staz w ramach wspolpracy migdzynarodowej. Na Uniwersytecie w
Waterloo ugruntowatem swoja wiedz¢ w zakresie nowatorskiej metody mikroekstrakcyjnej —
mikroekstrakcji do fazy stalej (ang. solid-phase microextraction, SPME) od wynalazcy tej
techniki Pana Profesora Janusza Pawliszyna. Do tej jednostki naukowej trafitem ponownie,
juz po obronie rozprawy doktorskiej, na roczne zatrudnienie na stanowisku ,,postdoctoral
fellow” gdzie zaangazowany byltem w rozwdj SPME w aplikacjach medycznych oraz
wspotprace z firmg Shimadzu Corporation — producentem spektrometrow mas. Dzigki
odbytym stazom, zdobytej wiedzy oraz umiejetnosciom, zdecydowatem si¢ na wykorzystanie
SPME w postaci cienkich wtokien do badan aplikacyjnych probek o limitowanej ilo$ci badz
dostepnosci. O tym wyborze zdecydowaly liczne wiasciwosci SPME, dzigki ktérym ta

relatywnie nowa technika preparatyki probek jest idealnym narz¢dziem analitycznym do



skutecznej realizacji zadania, ktore sam sobie postawitem. Z biologicznego punktu widzenia,
ta technika analityczna umozliwia prowadzenie bezposredniej ekstrakcji z tkanki w postaci
natywnej (in vivo lub ex vivo). Ze wzgledu na wymiary widkna SPME - §rednica okoto 250
um - protokot ekstrakcji in vivo nie powoduje znacznego uszkodzenia tkanek, a sama
procedura ekstrakcji w ogdle nie wymaga poboru materialu do badan. Poliakrylonitryl (PAN)
stosowany jako klej do wytwarzania sond SPME jest materialem w petni kompatybilnym z
tkankami, w aplikacjach medycznych jest on wykorzystywany w dializach oraz
ultrafiltracjach. Dzigki powyzszym cechom ten sam osobnik moze by¢ poddawany
protokotowi SPME wielokrotnie. Z punktu widzenia chemii analitycznej, SPME wytworzone
w oparciu 0 PAN sa kompatybilne z odczynnikami organicznymi stosowanymi w LC-MS,
dzigki czemu jest mozliwo$¢ bezposredniego nastrzykiwania ekstraktow SPME na instrument
analityczny. Platforma LC-MS jest obecnie ztotym standardem w badaniach
metabolomicznych. Ponadto, SPME wielokrotnie oraz w réznych formatach byto stosowane
w bezposrednim potaczeniu ze spektrometrami mas. Oprocz wczesniej opisanych technik
SPME-DESI oraz SPME-MALDI, jest wiele innych mozliwosci potaczen SPME-MS: Coated
Blade Spray-MS (CBS-MS), SPME-nanoESI, SPME-Direct Analysis in Real Time (SPME-
DART), SPME-Microfluidic Open Interface (SPME-MOI), SPME-Probe Electrospray
Ionization (SPME-PESI). Wszystkie wyzej wymienione techniki sg kompatybilne ze
spektrometrami mas standardowo stosowanymi w potaczeniu z LC. Metody bezposredniego
wprowadzania probek, oparte o SPME, do spektrometréw kompatybilnych z GC zostaly
pominigte. Przechodzac do oznaczen in vitro, doktadnie takie same widokna SPME mozna
wykorzysta¢ do analizy hodowli komoérkowych, powoduje to zwigkszenie warto$ci
ekstrapolacyjnej modelu in vitro. Podobnie jak w przypadku analizy tkanek, w przypadku
badan metabolomicznych hodowli komoérkowych ta metoda nie dochodzi do fizycznego
poboru probki, a procz tego mozliwe jest prowadzenie SPME bezposrednio z plytek
wielodotowych w systemie wysoko przepustowym (ang. high throughput screening, HTS).
Sam protokot SPME jest tak bardzo nieinwazyjny dla komoérek, ze mozliwe jest stosowanie
go w hodowlach komoérkowych w postaci sferoidow, ktére sa bardzo wrazliwe na wszelkie
manipulacje.

Podsumowujac, analizujac dostepng literature, uznatem, ze wilasnie SPME jest
najlepsza technikg analityczng, ktéra umozliwi badanie probek o limitowanej dost¢pnosci w

sposob generujacy bardzo duzg ilos¢ informac;ji.

Zasada ekstrakcji w metodologii SPME opiera si¢ na wytworzeniu stanu réwnowagi



pomiedzy stezeniem badanych zwigzkow w probce a warstwa ekstrakcyjng. Wykorzystany do
wigzania czasteczek sorbentu PAN jest substancjg porowata, a rozmiary tych porow
uniemozliwiaja transport czasteczek wigkszych od 1500 Da, dlatego gdy urzadzenie do
pobierania probek — wtokno lub cienka blaszka, zostanie zanurzone w materiale zawierajagcym
makroczasteczki takie jak biatka (np. enzymy), zwiazki te nie s3 w stanie przenikna¢ do fazy
ekstrakcyjnej. W zwigzku z tym wygaszanie metabolizmu nastgpuje rownoczesnie z
ekstrakcja zwigzku dlatego mozna z powodzeniem ekstrahowa¢ mate czasteczki o krétkim
okresie pottrwania, zwigzanym z ich enzymatyczng degradacja. To wygaszanie metabolizmu
jest kluczowym elementem badan metabolomicznych, ktéry w klasycznym protokole SLE dla
tkanek lub LLE dla hodowli komérkowych osiggany jest poprzez umieszczenie badanego
materialu w zamrazarce -80°C lub w cieklym azocie. Co jest oczywiste, tkanke przed
mrozeniem nalezy wycigé, a w czas migdzy wycigciem a mrozeniem wptywa na profil
zwigzkéw drobnoczasteczkowych, jednoczes$nie jezeli czas ten nie jest dostarczenie
kontrolowany moze doj$¢ do duzych bledéw obnizajacych moc statystyczng generowanych
wynikow. Jak wspomniano wczesniej, SPME jest technikg przygotowania probek oparta na
wytworzeniu stanu réwnowagi miedzy substancja a sondg SPME, co w potaczeniu z niskim
wspotczynnikiem odzysku moze prowadzi¢ do ekstrakcji niewyczerpujacej ztoza. Oznacza to,
ze spadek zawarto$ci w probce analizowanych zwigzkéw jest bardzo niski i pomijalny.
Dodatkowo, brak fizycznego poboru probki umozliwia prowadzenie wielokrotnej ekstrakeji z
tej samej probki, nawet jezeli jej ilo$¢ jest bardzo mata, dlatego czgsto SPME okres$lane jest
jako ,,biopsja chemiczna”. Opisane powyzej wlasciwosci SPME umozliwiaja konstruowanie
profili czasowych reakcji biochemicznych lub reakcji biotransformacji lekéw w badanych
matrycach bez konieczno$ci powielania probek. To z kolei prowadzi do minimalizacji
zmienno$ci probek biologicznych, co jest w szczeg6lnosci istotne dla badan z
wykorzystaniem zwierzat laboratoryjnych, ktére mogg by¢ prowadzone zgodnie z zasadg 3R
(zastgpienie, ograniczenie, doskonalenie), badZz hodowli pierwotnych i minimalizacji
zmiennosci fenotypowej zwigzanej z prowadzeniem hodowli in vitro.

Dobre narzgdzie analityczne wykorzystywane w badaniach metabolomicznych
powinno charakteryzowaé si¢ zdolnoscia do ekstrakcji zwigzkow o zroéznicowanych
wlasciwo$ciach fizykochemicznych, zardwno o niskiej jak 1 wysokiej polarnosci. SPME
spelnia ten warunek, gdyz w roéwnomiernym stopniu ekstrahuje zwigzki polarne oraz
niepolarne. Fenomen ten (ang. balanced coverage) jest zwigzany z rdéznica powinowactwa
zwigzkéw do fazy ekstrakcyjnej w zaleznosci od ich wihasciwosci fizykochemicznych oraz

faktem, ze SPME ekstrahuje tylko poprzez wolng (niezwigzang z matrycg) frakcje danej



czasteczki. Zwiazki polarne, np. aminokwasy, charakteryzuja si¢ niskim powinowactwem do
fazy ekstrakcyjnej, natomiast stezenie ich wolnej frakcji w matrycach biologicznych jest
wysokie. Zwigzki niepolarne, np. lipidy, maja wysokie powinowactwo do fazy sorpcyjnej, ale
ich st¢zenie niezwigzane z ze skladnikami matrycy jest niskie. Ostatecznie, oba rodzaje
zwigzkéw sa odzyskiwane z probki w podobnej ilosci, co przektada si¢ na szeroki panel
badanych zwiazkow.

Kolejnym istotnym aspektem badan metabolomiki tkanek jest stabilno$¢ badanych
analitow zwigzana ze stanem tkanki. W standardowym protokole badan metabolomicznych
tkanek konieczna jest ich izolacja, hamowanie metabolizmu oraz homogenizacja celem
przeprowadzenia ekstrakcji niskoczasteczkowych zwigzkéw. Oba te etapy przygotowywania
tkanki powoduja zmiany jako$ciowe oraz ilosciowe wystepujacych zwigzkéw. Wykorzystanie
SPME w postaci cienkich wiokien, o $rednicy okoto 250 um, umozliwia prowadzenie biopsji
chemicznej na nienaruszonej tkance w warunkach in vivo lub ex vivo. Brak procesu
homogenizacji wydaje si¢ bardziej optymalny, gdyz jako jedyny umozliwia zobrazowanie
prawdziwego stanu biochemicznego badanego narzadu a tym bardziej konstruowania profilu
zmian w czasie. Oczywiscie, oprocz SPME istniejag inne techniki poboru probek
umozliwiajace badania tkanki natywnej, jednakze SPME charakteryzuje si¢ prostota
procedury, mozliwoscig optymalizacji ekstrakcji wzgledem poszukiwanych zwigzkéw oraz
mnogoscig polaczen z instrumentami analitycznymi, w tym z LC, GC, czy elektroforeza
kapilarng (ang. capillary electrophoresis, CE) polaczonych ze spektrometria mas. Dzigki
licznym modyfikacjom Zrédel jonéw mozliwe jest bezposrednie polaczenie sond SPME ze
spektrometrem mas umozliwiajac szybka, nawet w czasie ponizej jednej minuty, analizg
badanych zwigzkow.

Jednym z celéw rozwoju metod hodowli in vitro jest zaprojektowanie takiej platformy
badan, aby testy in vivo - z wykorzystaniem zwierzat laboratoryjnych lub w badaniach
klinicznych - nie byly juz konieczne w procesie opracowywania nowych lekow. Takie
zalozenie jest rOwniez wymagane przez agencje rzadowe, takie jak Europejska Agencja
Lekow (European Medicines Agency, EMA), czy Agencja Zywnosci i Lekow (Food and
Drug Administration, FDA), kontrolujace badania nad kandydatami na leki. W konteks$cie
wykorzystania zwierzat laboratoryjnych kluczowe jest takie planowanie badan aby spetiac
regule 3Rs, ktora jest wymagana przez Uni¢ Europejska (Dyrektywa Parlamentu
Europejskiego i Rady 2010/63/UE z dnia 22 wrze$nia 2010 r. w sprawie ochrony zwierzat
wykorzystywanych do celow naukowych) Rozwdj technik in vitro, o wysokim poziomie

IVIVE, pozytywnie przyczynia si¢ do spetnienia wszystkich wymienionych aspektow tej



reguly. Badania metabolomiczne hodowli komérkowych sg coraz istotniejszym elementem
zdobywania wiedzy dotyczace] mechanizméw dziatania czy monitorowania skuteczno$ci
terapii lekow badz kandydatow na leki. Niemniej jednak, istotnym elementem stanowigcym
czy dany model komérkowy spetnia oczekiwania, jest jego zdolnos¢ do IVIVE, dlatego nadal
obserwuje si¢ silny rozwoj i poszukiwania nowych technik hodowania komoérek oraz analizy
hodowli komérkowych.

W pracy [A-4], wykorzystatem SPME w celu badania egzometabolomu linii
komoérkowej mysiego modelu czerniak B16F10 hodowanego in vitro w klasycznej hodowli
tzw. monolayer (model 2D) oraz w postaci sferoidow (model 3D). Egzometabolom obu
hodowli poréwnatem do modelu in vivo, w ktorym te same komorki wszczepitem podskornie
myszom szczepu C57BL/6. Najwazniejsza przewaga SPME nad innymi metodami
ekstrakcyjnymi jest wielofunkcyjno$¢ i elastyczno$¢ aplikacyjna zwigzana z mnogo$cia form
sond SPME - widkna, cienkie blaszki, siatka materialowa, plastik - umozliwiajace
dopasowanie do badanej aplikacji. Dodatkowo wtasciwosci ekstrakcyjne moga tatwo
kontrolowane i modyfikowane podczas procesu wytwarzania sond analitycznych. Ilo$§¢
ekstrahowanych zwigzkow, a co za tym idzie pewnos$¢ ze ekstrakcja nie bedzie powodowata
zubozenia probki, jest kontrolowana poprzez dtugo$¢ oraz grubo$¢ pokrycia sorbentem.
Selektywno$¢ wzgledem analitow jest zwigzana z wyborem chemii sorbentu. W pracy
zdecydowatem si¢ na sorbent HLB (ang. hydrophilic-lipophilic balance), ktorym pokrytem
drut z stopu niklu i tytanu na dtugo$¢ 2 mm — wykonatem dwie warstwy takiego pokrycia.
Wybor sorbentu zwigzany byl z poprzednimi badaniami, gdzie wykazano bardzo szeroki
zakres ekstrahowanych zwigzkéw przez HLB, co przektada si¢ na bardzo dobry tzw.
metabolome coverage, czyli mozliwos¢ ekstrakcji zwigzkéw z wielu roéznych grup
chemicznych o zréznicowanej polarnosci: aminy biogenne, aminokwasy, kwasy organiczne,
lipidy etc. Krotkie oraz cienkie pokrycie gwarantuje brak zubozenia probki w przypadku
ekstrakcji w ptytkach 96-dotkowych przystosowanych do hodowli komorkowych in vitro —
czyli 100ul. Wiasciwosci SPME umozliwity mi prowadzenie wielokrotnej ekstrakcji z tych
samych dotkow (probek). Dla hodowli 2D oznaczenia wykonywalem trzykrotnie, w
odstepach 24 godzinnych, natomiast dla hodowli 3D dwukrotnie po 5 i 8 dniach od
zainicjowania hodowli. Réznica wynika z tempa wzrostu danej hodowli. W opisanych
punktach czasowych prowadzitem SPME poprzez zanurzenie witokien w medium
hodowlanym. W tym celu zmodyfikowatem system stuzacy do odparowywania prébek z 96-
dotkowych ptytek, co umozliwito mi przeprowadzenie ekstrakcji SPME w systemie HTS.

Dzigki temu, Ze protokoét jest niskoinwazyjny oraz nie wymaga poboru materiatu do badan,



nawet delikatne sferoidy nie ulegly dezintegracji podczas obu prowadzonych ekstrakcji.

Przeszukujac bazy danych Scopus oraz Google Scholar do dnia dzisiejszego
(29.09.2023, stowa kluczowe: B16F10 metabolomics) nie znaleziono artykutu naukowego
jednocze$nie spetniajacego warunki wykorzystane w niniejszej pracy: tj. wielokrotna
ekstrakcja z doktadnie tych samych probek prowadzona w systemie wysokoprzepustowym z
pézniejsza analiza LC-HRMS. Oczywiscie w literaturze opisane s3 metody badan HTS
hodowli komodrkowych, ale wtedy analiza prowadzona jest tylko w jednym punkcie
czasowym, lub analiza biochemiczna prowadzona w czasie, ale wtedy analizowane sa
pojedyncze probki bez systemu HTS.

Kolejnym, niezmiernie istotnym elementem tego projektu, bylo wykorzystanie
doktadnie takiej samej platformy analitycznej (SPME-LC-HRMS) w analizie modelu in vivo.
Jest to bardzo istotne z punktu widzenia metabolomiki, poniewaz sam poboér materiatu
tkankowego do badan powoduje zmiany w metabolomie. Dodatkowo, jesli planowana jest
analiza LC-MS konieczna jest homogenizacja tkanki, a dopiero potem ekstrakcja wybrang
metoda. Homogenizacja tkanek, roéwniez jest czynnikiem wplywajacym na obecnosé
zwigzkow, szczegblnie te zwigzane z niszczeniem blon komodrkowych, ale takze zwigzki
endogenne, ktore niejako ,,wylewaja” si¢ na zewnatrz stajac si¢ dostepne do analizy. Z drugiej
strony, zwigzki niestabilne moga ulec enzymatycznej degradacji podczas procesu
homogenizacji.

Wykorzystanie przeze mnie SPME w pracy [A-4] bylo réwniez unikatowym
podej$ciem, gdyz ten sam osobnik byt analizowany az trzykrotnie: 1) przed wszczepieniem
guza, 2) 10 dnia po wszczepie oraz 3) 14 dni po wszczepie. Jest to istotne z punktu widzenia
réznorodno$ci migdzyosobniczej, ktora wystepuje nawet w szczepach wsobnych zwierzat
(model C57BL6), a tym bardziej w szczepach niekrewniaczych (np. myszy CDI1), czy
wszczepach komorek ludzki do zwierzat laboratoryjnych o obnizonej odpornosci. Naturalna
réznica migdzy osobnikami moze by¢ potencjalnie znormalizowana i1 zniwelowana poprzez
prowadzenie analizy linii bazowej oraz w wybranym punkcie czasowym (lub punktach)
badania, np. przed oraz po wszczepie czy w badaniach farmakometabolomicznych na modelu
tkankowym przed, w trakcie oraz po zakonczeniu terapii.

Niezmiernie istotnym elementem wykorzystania SPME w badaniach na modelu
zwierzecym jest bardzo niska inwazyjnosé¢ protokotu ekstrakcyjnego. Srednica wtokna SPME
jest na tyle mata (okoto 250 um), ze widkna te bez problemu mieszcza si¢ w igle do iniekcji
przezskornych, ktora stuzy do wprowadzania wtokna SPME bezposrednio w tkanke guza. W

zwigzku z tym kazda wykonana biopsja chemiczna nie wymagala ode mnie w ogodle



fizycznego poboru materiatu do badan, a tym bardziej nie wymaga poswigcenia osobnika
przed wykonaniem procedury ekstrakcyjnej. Biopsja pozostawia tylko niewielkie naktucie na
skorze, ktore bardzo szybko ulega zagojeniu. Dzigki temu nowatorskiemu podejsciu SPME
jest bardzo cennym narzedziem pozytywnie speiniajacym zasade 3Rs. W szczegolnosci
dotyczy to zasady ograniczenia - w badaniu wykorzystano tylko 2 osobniki podczas gdy
analogiczne podej$cie przy wykorzystaniu tradycyjnych metod wymagatoby wykorzystania 6-
ciu osobnikéw. W moim badaniu zasada doskonalenia réwniez byta spetniona, gdyz pobor
probek polegat tylko na nakluciu pachwiny igla oraz odczekaniu 15-stu minut a podczas
catego protokohu badane osobniki catg procedure byty pod narkoza izofluranem.

W badaniu, w hodowlach 2D, 3D oraz w modelu in vivo zaobserwowano odpowiednio
810, 680 oraz 785 zwiazkoéw. Hodowle 3D majg o wiele bardziej zwartg strukture przez co
wymiana ze srodowiskiem zewngtrznym jest ograniczona. Dlatego sugeruje si¢, ze wigksza
ilos¢ zwigzkow w hodowlach 2D w poréwnaniu do hodowli sferoidow wynika
prawdopodobnie z wyzszego tempa wzrostu, szybszego metabolizmu a przede wszystkim
zwigkszonej sekrecji zwigzkow do medium hodowlanego. Prawdopodobnie dlatego w naszej
analizie badania egzometabolomu wykazaty, ze model 2D jest lepsza platforma pod
wzgledem IVIVE od modelu 3D. Dlatego w kolejnych badaniach bgdziemy skupia¢ si¢ na
metodach niszczenia komorek oraz sferoidow w celu poroéwnania endometabolomu z
modelem zwierzecym.

Z punktu widzenia biologicznego w badanym eksperymencie bylem w stanie
zaobserwowac 42 biologicznie istotne zwiazki, z czego 21 ktére w literaturze wielokrotnie
byty taczone z modelem czerniaka, zardwno ludzkim jak i zwierzgcym. Wérdd 14 prac
(dostepnych w bazach Scopus, Google Schoolar i PubMed w czasie pisania manuskryptu)
innych autoréw skupiajacych si¢ na czerniaku tylko jedna wykorzystywata model in vivo
komorek B16F10, ale jako matryc¢ do badan wybrano surowice. W innych modelach
czerniaka tylko w 3 z tych prac analizowano tkanki: watroby, $ledziony oraz Zzoladka. Zadna z
prac nie skupita si¢ na analizie tkanki nowotworowej. Ten krotki przeglad literatury pokazuje
brak kompleksowego podejscia - brak walidacji metod in vitro modelem in vivo - w celu
odkrycia oraz zwalidowania biomarkera czerniaka.

Moja praca pokazala mozliwo$¢ wykorzystania doktadnie tego samego narzg¢dzia
analitycznego do hodowli in vivo oraz do modelu in vivo. Jest to unikatowe podejscie dzigki
ktéremu wystepuje pewnos¢, ze réznica w wynikach migdzy prébkami in vitro a in vivo
zwigzana jest z wybranym modelem, a nie jest wypadkowa wybranego modelu oraz

manipulacji nad tkanka jeszcze przed samg ekstrakcja. W kolejnych badaniach mozna bedzie



tak optymalizowa¢ hodowle in vitro aby metabolom byt jak najblizszy modelom in vivo.

Kontynuujac badania w tematyce IVIVE, obecnie jestem wykonawca bilateralnego
grantu realizowanego we wspolpracy z Uniwersytetem Srodkowo-Wschodnim w Ankarze, w
Turcji gdzie odpowiadam za: aplikacje SPME w hodowlach komoérkowych (2D oraz 3D),
bezposrednig analiz¢ metoda tychze modeli przez CBS oraz wspotprowadzenie badan na
modelu zwierzgcym. Badania wstgpne prowadzone przez magistranta, ktérego bytem
promotorem, wykazaty brak wplywu SPME na tempo wzrost linii komorkowych mysiego
czerniaka oraz mysiego nowotworu pluc. Wyniki tej pracy zostaly opublikowane na
mi¢dzynarodowej konferencji Eurobiotech, ktéra miata miejsce w 2022 roku w Lubljanie w
Stowenii.

Waznym aspektem  wspolczesnej metabolomiki jest proba normalizacji
otrzymywanych wynikéw, ktéra w przypadku uzycia spektrometrii mas w analizie
instrumentalnej, opiera si¢ o wykorzystanie zwigzkow znakowanych izotopowo. Takie
podejécie zmniejsza blad eksperymentalny redukujac szans¢ na wystgpienie wynikow
falszywie dodatnich lub ujemnych. Dodatkowo, wykorzystanie normalizacji umozliwia
korekcje duzych kohort badawczych, ktorych analiza instrumentalna jest dtugotrwata i/lub
czasami wieloosrodkowa. Najczgsciej komercyjnie dostgpne zestawy do analiz
metabolomicznych zawierajg krzywa kalibracyjna, gdzie st¢zenia zwigzkéw sa dopasowane
do poziomdéw oczekiwanych w organizmach zywych. Podejécie ilosciowe powoduje
zwigkszenie jakosci otrzymywanych wynikow oraz wycigganych wnioskow. Wykorzystanie
profilowania metabolomicznego gwarantuje pewno$¢ przypisania konkretnej wartosci m/z do
danego zwiazku. W podejsciu niecelowanym identyfikacja struktury na podstawie warto$ci
m/z (ang. annotation) zwigzkow jest identyfikowana jako waskie gardto procesu opisywania
badanego uktadu. Nadal w podejsciu niecelowanym prawidlowe przypisywanie do
zaobserwowanej wartosci m/z struktury chemicznej, a co za tym idzie nazwy zwiagzku oraz w
dalszej kolejnosci szlaku metabolicznego, jest najczestszym zrodtem niepowodzen. Dlatego
coraz wigksza popularno$¢ zyskuje podejscie profilowania metabolomicznego, gdzie
jednoczesnie monitoruje si¢ kilkadziesiagt do kilkuset zwigzkéw. Takie podejscie, mimo ze
zawegza ilos¢ wykrywanych zwiazkéw, prowadzi do wygenerowania danych o bardzo
wysokiej jakosci. Dodatkowo, znajac wezes$niej zwiazki ktére beda poddawane detekcji przez
spektrometr mas istnieje mozliwo§¢ wykorzystania izotopowo znakowanych analogow
zwigzkow oraz prowadzenia petnej analizy ilosciowej. Te dwa elementy sg niezwykle istotne
w przypadku bardzo dtugich sekwencji analizowania prébek na instrumencie analitycznym,

co bardzo czgsto ma miejsce w projektach biologicznych i medycznych. Podczas takiej



sekwencji moze doj$¢ do stopniowego zanieczyszczania platformy analitycznej, co powoduje
zmiang¢ czulo$ci 1 negatywnie wptywa na jako$¢ wynikow. Jeszcze wigkszym wyzwaniem jest
analiza wieloo$rodkowa, ktora ma miejsce w przypadku badan klinicznych. Oba te wyzwania

sa niwelowane przez wczesniej opisane metody umozliwiajace w pelni ilosciowa analizg.

Istnieje wiele komercyjnie dostepnych zestawdéw umozliwiajacych profilowanie
metabolomiczne probek pochodzenia biologicznego. Jednak metody te skupiaja si¢ na
analizie probek w postaci ptyndw: krew, surowica, mocz itd. W przypadku koniecznosci
badan metabolomicznych tkanek, stalg probke biologiczng nalezy podda¢ homogenizacji, a
dopiero potem mozna prowadzi¢ ekstrakcje oraz analiza instrumentalng. Oczywiscie
przeprowadzenie tkanki w posta¢ plynng powoduje nieodwracalne zmiany w metabolomie.
Wielokrotnie udowodniono skuteczne wykorzystanie SPME w badaniach metabolomicznych
tkanek, jednakze badania te opieraly si¢ o poréwnywanie poziomdéw zwigzkéw miedzy
badanymi grupami, np. tkanki pochodzace od pacjentow zdrowych i pacjentéw chorych,
tkanki guza o réznym stopniu ztosliwo$ci, rdznicowanie in vivo kory biatej od szarej. Jak
pokazuja powyzsze przyktady badania metabolomiczne tkanek z uzyciem SPME moga by¢
prowadzone ex vivo na tkankach natywnych (nie poddanych homogenizacji), a nawet in vivo
w organizmie zywym. Badania stezen lekow z wykorzystaniem SPME wykazaty mozliwo$é
kalibracji, a co za tym idzie petnego oznaczania ilo§ciowego wybranych analitéw w tkance.
Takie podejscie byto mozliwe dzigki wykorzystaniu standardow izotopowych, ktore przed
ekstrakcja tkanki zostaly zaadsorbowane na wldknie SPME. W trakcie ekstrakcji zwigzki te
ulegaja niejako desorpcji do tkanki, podczas gdy badany zwigzek ulega ekstrakcji. Dzieki
oznaczeniu jak bardzo spadia ilo$¢ standardu mozna precyzyjnie okresli¢ st¢zenie leku w

tkance.

W ramach zatrudnienia na stanowisku postdoctoral fellow podczas pobytu na
Uniwersytecie w Waterloo moim gtownym zadaniem bylo zwigkszenie jakos$ci
otrzymywanych informacji w biomedycznych aplikacjach SPME. Analizujac dostepna
literaturg, doszedtem do wniosku, ze jednym z najbardziej rozpowszechnionym zestawem do
celowanego profilowania metabolomicznego, ktéry jednocze$nie umozliwia ilosciowe
oznaczenia sg zestawy firmy Biocrates Life Sciences AG (Innsbruck, Austria). Praca [A-1]
jest pierwszag proba polaczenia wilasciwosci iloSciowej analizy profilu metabolomicznego
komercyjnie dostgpnego zestawu z mozliwoscig prowadzenia ekstrakcji z tkanki natywnej
dzigki SPME. Dodatkowym celem badania bylo pokazanie r6znicy w metabolomie tkanki

natywnej oraz tkanki ktoéra zostata poddana homogenizacji. Aby mie¢ pewnos$¢, ze rdznica



mi¢dzy metabolomem tkanki natywnej 1 homogenatu wynika z postaci probki, do obu celéw
badania wykorzystaliSmy ten sam fragment tkanki, czyli najpierw przeprowadziliSmy
ekstrakcje SPME tkanki natywnej a potem ten sam fragment poddaliSmy homogenizacji i
podzielilismy na porcje wykorzystywane w gtownym protokole badania.

Aby osiagnaé¢ podstawowy cel homogenat zostal podzielony, jedna cze$¢ zostata
nastrzyknigta na 96-dotkowg ptytke zestawy komercyjnego, w objetosci 10ul, natomiast w
drugiej czg$ci umiesciliSmy widékna SPME. Nastepnie wyekstrahowane zwigzki
drobnoczasteczkowe zdesorbowalismy z witdkna mieszaning acetonitrylu i wody (4:1, v/v,
objetos¢ 80ul). Nastepnie 40pl uzyskanej probki podalismy na ptytke zestawu komercyjnego.
W kolejnym etapie prowadziliSmy wszystkie procedury zgodnie z zaleceniami producenta.
Aby zrealizowa¢ drugi cel projektu wtdkna SPME umiesciliSmy w tkance natywnej, kolejny
etapy wykonywali§my tak samo jak opisano wyzej. Pozostala ilo$¢ materiatu, w opisywanym
przypadkéw 40ul, mozna analizowaé z wykorzystaniem niecelowanego podej$cia opartego o
LC-HRMS.

Analiza pierwszych sktadowych wykazata, ze wszystkie trzy rodzaje probek:
bezposrednie SPME z tkanki (SPME-tkanka), SPME z tkanki poddanej homogenizacji
(SPME-homogenat) oraz ekstrakcja homogenatu metoda ciato state-ciecz (SLE-homogenat)
wyraznie roznicuja sic miedzy sobag. Swiadczy to zard6wno o zmianach
ilosciowo/jakosciowych miedzy tkankg natywna a homogenatem (SPME-tkanka vs SPME-
homogenat), jak réwniez migedzy wykorzystanymi metodami (SPME-homogenat vs SLE-
homogenat). Ze wzgledu na fenomen ekstrakcji rownowagowej SPME, wyekstrahowana ilo$¢
zwigzku jest niewielka w poréwnaniu z metoda wyczerpujaca ztoze (ang. exhaustive
extraction) oparta o zestaw komercyjny. Jednoczesnie, ze wzgledu na brak ekstrakcji
komponentéw matrycy wptywajacych na jonizacje spektrometru mas - sole, peptydy, biatka -
SPME wykazuje bardzo niski sygnatl tla oraz niski efekt przenoszenia matrycy. Mimo ze
warto$¢ bezwzgledna wielkosci piku chromatograficznego dla danego analitu jest niska, to
sygnat tla jest jeszcze nizszy, powodujac duzg rozpigtos¢ wartosci sygnat-szum (ang. signal-
to-noise, S/N). W przypadku metod SLE zaréwno sygnal zwigzku oraz tla sg relatywnie
wyzsze nie dla metod mikroekstrakcyjnych. W badaniach metabolomicznych za graniczna
warto§¢ S/N zwyczajowo przyjmuje si¢ 3, natomiast za graniczng warto$¢ odchylenia
standardowego w grupie uznaje si¢ 30%. W naszym badaniu oba te warunki zostaty spetnione
dla 102 oraz 90 zwigzkéw odpowiednio dla SLE-homogenat oraz SPME-homogenat.
Oczywiscie, ze wzgledu na roznice w charakterze ekstrakcji, dla wigkszosci zwigzkow

wyzsza ilo$¢ zostata wyekstrahowana metoda SLE, jednak dla 8 zwigzkéw wartosci



bezwzgledne byty takie same. Z kolei dla 4 zwigzkéw - serotoniny oraz trzech
acetylokarnityn - tylko SPME spelito wymagane parametry jako$ciowe. Powyzsza analiza
obrazuje brak znaczacej rdznicy w tzw. metabolome coverage migdzy metodami SLE i SPME
czyli obie techniki mozna stosowac jako rownocenne, ale tylko w przypadku SPME mozliwe
jest prowadzenie badan na tkance natywnej.

W drugiej czgdci tego projektu skupiliSmy si¢ na pokazaniu réznic miedzy tkanka
natywng a homogenatem. Z oczywistych wzgledow w tej czeéci nie bylo mozliwosci
bezposredniego nastrzyku tkanki na ptytke zestawu komercyjnego, dlatego analizowali$my
wylacznie ekstrakcje SPME. Zgodnie z oczekiwaniami zaobserwowano istotne réznice, ktore
zwigzane s3 glownie z rozpadem blon biologicznych oraz uwolnieniem zwigzkéw
zakotwiczonych w tych btonach oraz zwigzkéw obecnych wewnatrzkomérkowo. Wsrod
réznic wykazano wyzsze ilosci 30 zwigzkow z rdznych grup biologicznych, gtéwnie lipidow i
ich  pochodnych: fosfatydylocholin, czy sfingomielin oraz innych zwigzkéw
drobnoczasteczkowych, takich jak metionina, serotonina. Jednoczesnie, prawdopodobnie ze
wzgledu na niska stabilno$¢, w trakcie homogenizacji utracono 17 zwigzkéw z grup:
lysofosfatydylocholin, fosfatydylocholin, acetylokarnityn, sfingomielin oraz tryptofan.

Powyzszy projekt w bardzo prosty sposob pokazuje, ze mozna potaczy¢ unikatowe
cechy SPME, czyli analiz¢ tkanki natywnej ex vivo oraz potencjalnie analizy in vivo
organizméw zywych z komercyjnie dostgpnymi zestawami stuzacymi do profilowania
metabolomicznego. Gtéwnym minusem SPME w powyzszym badaniu jest zdecydowanie
nizszy odzysk w poréwnaniu do metody wyczerpujacej zloze. Jednak istnieje szereg
rozwigzan umozliwiajacych skuteczne rozwigzanie tego problemu: 1) istnieje mozliwos¢
podania wigkszej ilosci probki SPME na plytke zestawu komercyjnego, 2) probke SPME
mozna zatezy¢ poprzez odparowanie i zawieszenie w mniejszej ilo$ci rozpuszczalnika przed
podaniem na ptytke zestawu komercyjnego, 3) mozna desorbowaé wigcej niz jedno widkno
SPME do tej samej probowki. Ostatnie podejscie bylo wykorzystywane w literaturze w
analizie celowanej gdzie wykazano liniowg zalezno$¢ migdzy st¢zeniem analizowanych
probek a iloscia wiokien wykorzystanych do desorpcji. W niecelowanym podejsciu
metabolomicznym, tkanek in vivo réwniez wykorzystano wiecej niz jedno widkno celem
zwigkszenia catkowitego odzysku zwigzkow drobnoczasteczkowych w  protokole.
Dodatkowo, wybierajac narzedzia SPME o réznych fazach ekstrakcyjnych mozna niejako
rozszerzaé profil ekstrahowanych zwigzkoéw znacznie zwiekszajac tzw. metabolom coverage.
Oprocz mozliwo$¢ analiz in vivo, kolejng niewatpliwag zaleta SPME jest mozliwo$¢ analizy

przestrzennej tkanki (ang. spatial resolution), poniewaz wtokna mozna umieszcza¢ w ré6znych



jej czg$ciach, takie badania réwniez zostaly prowadzone oraz udowodniono ich sensowno$¢ w
oznaczaniu obecnosci leku w trakcie chemioterapii ,,miejscowej”. Nalezy rowniez pamigtac o
niskiej inwazyjnosci protokolu SPME, co umozliwia prowadzenie innych oznaczen z tej
samej tkanki, ktorej ilos¢ moze by¢ limitowana, np. bioptaty tkanek pobranych do badan
immunohistochemicznych w celu wykonania diagnostyki nowotworowej. Nawet w tej
pilotazowej pracy wykorzystano doktadnie ten sam fragment do analizy tkanki natywnej, a
p6zniej tkanki potptynne;.

W celu kontynuacji opracowywania polaczenia SPME z metodami profilowania
metabolomicznego opartymi o izotopowo znakowane standardy, po powrocie z Kanady,
zostalem wykonawca w bilateralnym grancie finansowanym przez Narodowa Agencje
Wymiany Akademickiej. W grancie planowane jest potaczenie opracowanej w Uniwersytecie
Wiedenskim rozcieficzania izotopowego bazujagcego na wykorzystaniu mieszaniny
znakowanych izotopow. W tej mieszaninie jest ponad 90 izotopowych analogow zwigzkéw
endogennych, a w planowanych eksperymentach chcemy skupi¢ si¢ na analizie hodowli
komoérkowych przy pomocy SPME-LC-MS oraz SPME-MOI-LC.

W ramach wspoélpracy z sektorem przemystowym, drugim z moich zadan podczas
pobytu w Kanadzie, byta wspolpraca z firmg Shimadzu Corporatiom (Kyoto, Japonia). Firma
jest producentem spektrometréw mas, w ktorej skomercjalizowano PESI-MS. Oprocz zadan
zwigzanych z ta wspolpraca, wykonywanych na polecenie Prof. Pawliszyna, dodatkowo
postanowitem zbada¢ oraz potwierdzi¢ obserwacje, ktore zaobserwowatem podczas pracy do
mojego doktoratu. Analizujagc wyniki metabolomiczne probek hodowli komoérkowych, po
podaniu proleku fosforanu kombretastatyny A4 (CA4P) do dotkéw kontrolnych - kompletne
medium bez komorek nowotworowych - zarejestrowalem tylko pik chromatograficzny
aktywniej formy kombretastatyny A4 (CA4). Dlatego aby potwierdzi¢ ta biotransformacje
jako matryce do badan wykorzystalem kompletne medium komoérkowe sktadajace si¢ z
Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) suplementowanego ptodowa surowica bydlegca
(ang. Fetal Bovine Serum, FBS) ogrzane do 37°C. Aktywno$¢ biologiczng CA4 wykazuje
poprzez blokowanie domeny kolchicynowej w mikrotubulach powodujac: 1) hamowanie
polimeryzacji tubulin podczas podzialow komoérkowych komoérek nowotworowych oraz 2)
negatywnie wplywajac na zbudowany z mikrotubul cytoszkielet komorek srédblonka naczyn
formowanych podczas neoangiogenezy guza. Podwojny mechanizm dziatania powoduje, ze
zwigzki z grupy kombretastatyn sa interesujace do badan zaré6wno na modelach komorek
nowotworowych in vitro oraz organizmach zywych. CA4 bardzo stabo rozpuszcza si¢ w

wodzie, dlatego aby podawac ten zwigzek in vivo ludziom lub zwierzetom, nalezalo



zsyntetyzowa¢ prolek o zadowalajacej rozpuszczalno$ci w wodzie czyli CA4P. W
organizmach zywych, konwersja CA4P do CA4 przebiega z udzialem szeroko obecnych w
probkach biologicznych niespecyficznych fosfataz, ktére szybko hydrolizuja wigzanie
estrowe. Okres potowicznego poitrwania CA4P, zwigzany réwniez z tg biotranformacja, w
badaniach klinicznych oznaczono na 33 minuty.

W trakcie pracy nad wprowadzeniem nowej czasteczki do obrotu jako lek
wykonywanych jest wiele oznaczen jeszcze na etapie badan przedklinicznych oraz przed
modelem zwierzgcym. Jednym z takich badan prowadzonych jest na modelach komoérkowych
oraz wykorzystujac izolowane enzymy jest badanie metabolizmu lekéw. Proces ten jest, obok
wchianiania, kluczowym  parametrem farmakokinetycznym odpowiedzialnym za
biodostepnos¢ danego zwiazku, a takze przyczynia si¢ do eliminacji badanej czasteczki
niezaleznie od drogi jej podania. Natomiast w przypadku prolekdw, konieczna jest ich
bioaktywacja aby uzyskaé efekt terapeutyczny. Enzymy frakcji mikrosomalnej lub innego
rodzaju, nawet kupowane z komercyjnych zrodel, sa izolowane od dawcéw, zwierzgcych
badz ludzkich, w zwigzku z tym nalezy spodziewa¢ si¢ réznic w wynikach migdzy réznymi
seriami produktu. Jedna z opcji rozpoznawania czy reakcja metabolizmu ma miejsce jest
charakterystyczny, asymptotyczny spadek ilosci zwigzku wyjSciowego z jednoczesnym
wzrostem ilosci jego metabolitow. Aby nie multiplikowaé badanego materialu mozna
stosowac¢ nowe metody preparatyki probek. W takiej aplikacji SPME réwniez wydaje si¢ by¢
odpowiednim narzedziem analitycznym, ktorego zalety w analizie celowanej lekéw sa takie
same jak wyzej opisatem w ramach oznaczen metabolomicznych.

W zwiagzku z powyzszym w ramach pracy [A-2] wybratem SPME aby zbada¢ jak
szybko zachodzi konwersja CA4P do CA4 w uktadzie imitujagcym badania z wykorzystaniem
hodowli komdrkowych. Oczywiscie do tego celu wystarczyloby uzycie metody PPT-LC-MS,
jednak takie ograniczenie czyniloby prace z punktu widzenia chemii analitycznej, z wielu
wzgledow bardzo nieatrakcyjng: brak nowoczesnych metod, brak wykorzystania metod tzw.
,»zielonej chemii”, ograniczona mozliwo$¢ bezposredniej analizy z ominigciem LC, brak
oczyszczania ekstraktow ze skladnikow matrycy, przede wszystkim z soli. Dlatego
postanowitem rozszerzy¢ metodyke o dwie metody bezposredniego wprowadzania jondw do
spektrometru mas.

Ze wzgledu na niskg objetos¢ probki w przypadku ekstrakeji catkowitej, np. metoda
LLE, ekstrakcja do fazy statej (ang. solid phase extraction, SPE) lub innymi technikami
analiza instrumentalna moze charakteryzowac¢ si¢ niska czuto$cig metody. W przypadku gdy

objetos¢ probki jest niska catkowita ilo$¢ odzyskanego zwiazku rowniez jest niska.



Dodatkowo zwiazki przed detekcja MS ulegaja dalszemu rozcienczaniu fazami ruchomymi
stosowanymi podczas separacji LC. Jedng z mozliwos$ci przezwyci¢zenia tego problemu jest
bezposrednie wprowadzanie analitow do MS. Nowoczesna oraz zaawansowane spektrometry
mas ze wzgledu na szybko§¢ oraz wysoka rozdzielczo$¢ detekcji jonow umozliwiajg
skuteczne prowadzenie analiz z ominigciem procesu separacji. Bezposrednia jonizacja probki
niesie jednak ryzyko zanieczyszczenia instrumentu analitycznego elementami matrycy, ktore
moga w drastyczny sposob wpltywaé na jonizacj¢ badanych zwigzkow i/lub powodowaé
zaburzenie instrumentu generujacego spadek czulosci. Wykorzystanie metody preparatyki
probek o wysokim stopniu selektywnosci wzgledem analizowanych zwigzkéw korzystnie
przyczynia si¢ do zwigkszenia stopnia oczyszczania probki. Wybierajac odpowiedni format
sond SPME, dobierajac faz¢ ekstrakcyjng wobec ktérej analizowane zwigzki wykazuja
wysokie powinowactwo oraz stosujagc optymalng dla danej aplikacji technike bezposredniej
analizy instrumentalnej mozna osiagna¢ wysoki wspotczynnik wzbogacenia probki.

W pracy [A-2] wykorzystatem jedng z najbardziej powszechnych technik polaczenia
SPME czyli Coated Blade Spray (CBS). Podstawa narzgdzia CBS jest blaszka ze stali
nierdzewnej o ostro zakonczonym czubku, ktora ksztattem przypomina miecz. Czg$¢ blaszki
pokryta jest sorbentem ekstrahujagcym zwiazki organiczne z probki. W pracy jako faze
ekstrakcyjng ~ wykorzystatem HLB czyli ko-polimer di-winylobenzenu z N-
winylopirolidonem), ktoéry uprzednio samodzielnie zsyntetyzowalem. Prac¢ nad aplikacja
CBS rozpoczatem od samodzielnego zaprojektowania oraz wydrukowania w technice 3D
adaptera umozliwiajacego zamontowanie urzadzenia CBS w komercyjnie dostepnym zrédle
PESI-MS (ang. probe electrospray ionization) kompatybilnym z instrumentem DPiMS-8060
firmy Shimadzu. Warto doda¢, Ze jest to pierwsza aplikacja CBS na instrumencie
analitycznym tej firmy. Protokot ekstrakcyjny zmodyfikowalem w oparciu o analiz¢ kropli
krwi, poniewaz w tej konfiguracji fizyczny pobdr materiatu do badan jest najmniejszy. W
wybranym punkcie czasowym 10uL probki nakropitem na sond¢ CBS, nastgpnie dodatem
2,5uL acetonitrylu w celu zmniejszenia lepko$ci oraz zmniejszenia stopnia polaczenia proleku
z biatkami. Ekstrakcj¢ prowadzitem przez 5 minut, nastepnie po optukaniu CBS woda
zamontowalem urzadzenie w adapterze i zwilzylem 10uL mieszaniny metanol:woda (95:5) z
dodatkiem kwasu mrowkowego (0,1%). Po 20 sekundach desorpcji do CBS przylozono
napigcie w celu wygenerowania elektrorozpylenia oraz detekcji jonow.

Do celow optymalizacyjnych wykorzystalem urzadzenie CBS (proces ekstrakcji jak
wyzej), ale zwigzki wyekstrahowane zdesorbowatem do mieszaniny acetonitryl:woda (4:1)

przez dwugodzinne wytrzasanie i nastepujaca analize systemem LC-MS. Takie podejscie



zostalo przeze mnie wybrane ze wzgledu na wykorzystanie analogicznego roztworu do
prowadzenia oznaczeh metodg precypitacji biatek (ang. protein precipitation, PPT), ktorg w
przedstawianym badaniu wykorzystatem jako metod¢ odniesienia. Wykazatem brak réznic w
ilosci ekstrahowanych zwigzkéw: CA4P, CA4 oraz kolchicyny shuzacej jako standard
wewngtrzny migdzy CBS-LC-MS a PPT-LC-MS.

Drugim nowatorskim rozwigzaniem zawartym w tej pracy bylo wykorzystanie
techniki Coated-PESI. W klasycznej wersji PESI probka jest zaaplikowana w specjalnym
adapterze, a cienka igla na kilkadziesigt milisekund zanurza si¢ w probce, po czym jest
unoszona przed wlot spektrometru mas. W tym potozeniu nastgpuje przytozenie napigcia na
kilkadziesiat-kilkaset milisekund, co generuje elektrorozpylanie jonoéw do wnetrza
spektrometru mas. Sond¢ Coated-PESI (igla PESI pokryta sorbentem HLB) umiescitem w
probce w celu ekstrakeji badanych zwigzkow, a nastgpnie byla ona zanurzane w roztworze
organicznym shuzacym jednocze$nie jako roztwdr desorpcyjny oraz jonizacyjny. Roztwor
desorpcyjno/jonizacyjny, 10uL roztworu izopropanol:woda (1:1) z dodatkiem kwasu
mrowkowego (0,1%), umieszczony byt w tym samym adapterze co probka w klasycznym
protokole PESI-MS. Wykorzystanie sorbentu i ekstrakcji na pokryta nim igt¢ PESI powoduje
wysokie zwigkszenie czulo$ci protokolu analitycznego, jest to zwigzane z faktem, ze
wyekstrahowana ilo$¢ zwiazku jest desorbowana do bardzo niskiej objgtosci roztworu, tj.
okoto 10pL, dzigki czemu zwigzki sa wysoce zatezone. Fenomen ten zostal nazwany
mikrodesorpcja. W przedstawionej pracy umozliwito mi to obserwowanie biotransformacji
proleku CA4P do aktywnej formy CA4 w dwie minuty: 1 minuta ekstrakcji plus 1 minuta
desorpcji/jonizacji. Dodatkowym atutem metody Coated-PESI jest catkowity brak poboru
probki do badan, poniewaz urzadzenie zanurzatem w bezposrednio w badanej probcee tylko na
czas ekstrakcji. W celu sprawdzenia czy protokdt ekstrakcyjny nie powoduje nadmiernej
ekstrakcji CA4P i/lub CA4 prowadzitem ekstrakcje sondg Coated-PESI w warunkach jak
wyzej, ale nastepnie urzadzenie poddatem desorpcji mieszaning acetonitryl:woda (4:1) oraz
poddatem analizie LC. W tak przygotowanych prébkach w ogoéle nie zarejestrowalem pikow
chromatograficznych badanych zwiazkéw, mimo ze czutos$¢ spektrometru mas oscyluje dla
tych zwigzkéw ponizej 1 ppb. Poréwnanie wynikow Coated-PESI-MS 2400z Coated-PESI-
LC-MS $wiadczy to o wysokim wspolczynniku wzbogacenia analiza Coated-PESI-MS a
jednoczes$nie o tym, ze ekstrakcja z wykorzystaniem Coated-PESI prowadzona przez
wskazany czas nie powoduje wyczerpywania badanych zwigzkéw, co jest argumentem
$wiadczacym o tym, Zze mozna wielokrotnie prowadzi¢ oznaczania z tej samej probki

biologicznej wielokrotnie.



Obie opisane metody bezposredniego wprowadzenia probki do spektrometru mas ze
wzgledu na bardzo niskie zuzycie odczynnikow organicznych mozna zaliczy¢ do metod tzw.
,zlelonej chemii”. Troska o §rodowisko oraz osoby wykonujace oznaczenia jest coraz czesciej
podnoszonym tematem w chemii analitycznej dlatego obecnie zaleca si¢ i1 promuje
stosowanie technik wpisujacych si¢ w zasady zielonej chemii. Dla obu protokotow
bezposredniego wprowadzania jondw metodami SPME zuzylem po okoto 10uL
rozpuszczalnikéw organicznych, natomiast dla metody referencyjnej byto to okoto 80uL plus
2400uL podczas rozdziatu chromatograficznego.

W pracy wykazalem, Ze niezaleznie od wybranej metody analitycznej reakcja
biotransformacji CA4P do CA4 przebiega przez okoto 20 minut. Jednocze$nie metody oparte
o mikroesktrakcje do fazy statej - Coated-PESI oraz CBS - charakteryzuja si¢ znacznie
zmniejszonym zuzyciem odczynnikéw organicznych oraz skréconym czasem analizy.
Wykorzystujac Coated-PESI wyniki generowane sg w 2 minuty - minuta ekstrakcji i minuta
desorpcji/jonizacji, przy uzyciu CBS w 7 minut - 5 minut ekstrakcji i 2 minuty
desorpcji/jonizacji, a dla metody PPT czas analizy to 5 minutowe wirowanie probki, nastgpnie
przeniesienie supernatantu do probéwki do HPLC oraz rozdziat chromatograficzny trwajacy 6
minut, co tgcznie wynosi okoto 11 minut na probke. Podobnie jak w przypadku badan SPME
na modelach komérkowych w przypadku biotransformacji lekow mozliwe jest wykonanie
protokotow ekstrakcyjnych w systemie HTS. Natomiast analiza instrumentalna CBS-MS jest
obecnie mozliwa do wykonania w pelni automatycznie znaczaco zwigkszajac przepustowosé
analiz. W przypadku Coated-PESI poki co nalezy recznie zmienia¢ probki z czasem, a czas na

zmiang¢ wynosi mniej niz minutg.

Podsumowanie

Podsumowujac, w cyklu prezentowanych prac wykazatem, ze mikroekstrakcja do fazy statej
jest bardzo uniwersalnym narz¢dziem analitycznym, ktore moze by¢ stosowane w wielu
aplikacjach biologicznych, a szczeg6lnie gdy analizowanym material jest cenny, limitowany
i/lub jest go malo. Przeprowadzony przeze mnie przeglad literatury w tematyce oznaczen
metabolomicznych hodowli komoérkowych glejaka wskazal na brak rozpowszechnienia
nowych technik ekstrakcyjnych. Zwyczajowo, do analiz wykorzystane s3 hodowle
prowadzone w butlach lub szalkach Petriego, brakuje natomiast wdrazania systemow
wysokoprzepustowych, np. ptytek wielodotkowych. Dodatkowo, protokoly wymagaja duzej

ilosci materialu do badan oraz s terminalne dla hodowli komérkowych, co uniemozliwia ich



dalsze wykorzystanie w innych analizach [A-3]. W$réd prezentowanych przeze mnie prac
najbardziej unikatowa jest analiza metabolomiczna mysiego modelu czerniaka. W tej pracy
wykazalem unikalng mozliwos$¢ wielokrotnego prowadzenia analiz z doktadnie tych samych
probek, ktorych objetos¢ 1 dostgpnose jest limitowana, zarowno w warunkach in vitro, jak 1 in
vivo. Jest to szczegblnie istotne dla badan na modelu zwierzgcym, poniewaz agencje
mi¢dzynarodowe wymagaja minimalizowania cierpienia oraz ilosci wykorzystywanych
zwierzat laboratoryjnych. Dzigki bardzo niskiej inwazyjnosci catego protokotu SPME
moglem przeprowadzi¢ wielokrotne ekstrakcje na tym samym osobniku w modelu in vivo.
Dodatkowo, zastosowanie identycznego protokolu miedzy platformami in vivo oraz in vitro
zagwarantowalo, ze réznice w wynikach s3 zwigzane z rdéznicami biologicznymi lub
modelem, a nie przeprowadzonym przeze mnie protokotem analitycznym [A-4]. Polaczenie
zestawu komercyjnego, dzigki ktoremu generowane sg wyniki wysokiej jakosci, z SPME
umozliwia bezposrednig analiz¢ tkanek w postaci natywnej. Takie podejscie jest preferowane
bardziej niz przeprowadzanie tkanki w forme potpltynng z wielu wzgledow. Jednym z nich
jest zmiana metabolomu nastgpujaca w wyniku niszczenia tkanek, zaobserwowana w naszym
badaniu oraz potwierdzona dostepnag literaturg. Kolejnym istotnym elementem projektu byta
niska inwazyjno$¢ protokotu SPME, w ktérym w ogoéle nie dochodzi do fizycznego poboru
tkanki [A-1]. W trakcie projektowania nowych lekow, zwigzki badane przechodza szereg
oznaczen. Czeg$¢ z nich dotyczy ich biotransformacji, ktora szczeg6lnie wazna jest gdy badana
czasteczka nie wykazuje aktywnosci biologicznej i podlega aktywacji dopiero w uktadzie
biologicznym. Dzigki zastosowaniu dwoch metod opartych o SPME: Coated-PESI oraz
Coated Blade Spray moglem wykona¢ swoje analizy w czasie krotszym od techniki
referencyjnej PPT-LC-MS. Prowadzenie ekstrakcji zaproponowanymi metodami wpisuje si¢
rowniez w zatozenia zielonej chemii, czyli trendu promujacego zmniejszanie negatywnego
wplywu analiz laboratoryjnych na $rodowisko. Coated-PESI w ogole nie wymaga poboru
materialu do badan, a ze wzgledu na bardzo niski odzysk badanych zwigzkéw nie powoduje

zubazania probki [A-2].



Oswiadczenia o wkladzie w artykuly bedace podstawa autoreferatu:

[A-1]

W ramach zatrudnienia na stanowisku postdoctoral fellow podczas pobytu w Uniwersytecie w
Waterloo moim gléwnym zadaniem byto zwigkszenie jakosci otrzymywanych informacji w
biomedycznych aplikacjach SPME. Analizujac dost¢png literature, doszedtem do wniosku, ze
jednym z najbardziej rozpowszechnionym zestawem do celowanego profilowania
metabolomicznego, ktéry jednocze$nie umozliwia ilo§ciowe oznaczenia sg zestawy firmy
Biocrates Life Sciences AG (Innsbruck, Austria). Przedstawitem plan badania Panu Prof.
Pawliszynowi, po uzyskaniu jego akceptacji wraz z doktorantem (Pan Runshan Will Jiang)
wspoélnie wykonaliSémy zaplanowane przeze mnie eksperymenty. Nastepnie, pokierowatem
doktoranta w jaki sposob prawidtowo analizowaé cze¢$¢ danych (tzw. data preprocessing),
sam zajmujac si¢ analiza statystyczng tych oraz wspolnie napisaliSmy manuskrypt. Po

akceptacji przez Pana Profesora Pawliszyna praca zostata wystana do redakcji.

[A-2]

Bedac zatrudnionym na pozycji postdoctoral fellow na Uniwersytecie w Waterloo w
Kanadzie, postanowitem zbada¢ zaobserwowana podczas pracy nad rozprawag doktorska
konwersj¢ CA4P do CA4 w probkach medium komorkowego. Po uzyskaniu zgody od Prof.
Janusza Pawliszyna, zaprojektowalem oraz wykonalem wszystkie eksperymenty, nast¢pnie
opracowatem dane i napisatem manuskrypt, ktory po akceptacji Prof. Pawliszyna zostat

wystany do redakcji.

[A-3]

Wraz z uczestniczka studiow doktorskich, Pania mgr Pauling Modrakowska, wspdlnie
opracowali§my caty zarys manuskryptu, ktory przedstawiliSmy Pani dr.n farm Barbarze
Bojko, Prof. UMK. Rozdzialy za ktore bylem osobiscie odpowiedzialny dotyczyly metod
preparatyki probek (rozdzial: 2. Sample Preparation for In Vitro Studies), mozliwos$ci
ekstrapolacji wynikow in vitro na modele in vivo (5. In Vitro-In Vivo Extrapolation of
Oncometabolites) oraz wspdlnie z Panig mgr Pauling Modrakowska rozdzial dotyczacy
metabolomiki glejakow w badaniach in vitro (3. Metabolomics of GBM In Vitro).
Manuskrypt przedstawiono Pani Prof. Bojko, i po otrzymaniu akceptacji zostat wyslany do

redakcji czasopisma.



[A-4]

Praca jest bezposrednig kontynuacja oraz rozszerzeniem mojej rozprawy doktorskiej. Jestem
glownym pomystodawca tego artykutu. Przeglad literatury, ktory wykonalem przed
rozpoczeciem prac, umozliwit znalezienie modelu nowotworu dla ktérego mozliwe byly
oznaczenia in vitro oraz in vivo. W trakcie projektu uczylem, a potem nadzorowatem prace
dwoch magistrantek (Pani Paulina Taczyfska oraz Pani Marta Czechowska), ktore zajmowaty
si¢ prowadzeniem hodowli podstawowej 2D oraz uczestnika studiow doktoranckich (Pan mgr
Kamil Luczykowski), ktory zajmowal si¢ hodowlg 3D. Optymalizowatem protokot ekstrakcji
z hodowli komodrkowych (2D oraz 3D), eksperyment metabolomiqzny dla hodowli 2D
wykonywatem samodzielnie, natomiast dla hodowli 3D wraz z Panem mgr Kamilem
Luczykowskim. Zaprojektowatem eksperyment na modelu mysim, a przy procedurach
zwigzanych z badanymi osobnikami (wszczep komorek oraz ekstrakcja SPME)
wspotuczestniczyta Pani doktor Katarzyna Burlikowska. Samodzielnie wykonatem dalsze
etapy protokotu SPME. W analizie instrumentalnej wspotuczestniczyta uczestniczka studiow
doktoranckich (Pani mgr Joanna Bogusiewicz). Samodzielnie analizowatem dane
metabolomiczne oraz napisalem manuskrypt. Po akceptacji manuskryptu przez wszystkich

wspotautorow zostat on wystany do redakcji.

Przeglad najwazniejszych osiagnie¢ bedace podstawa autoreferatu:

[A-1]

* Modyfikacja protokotu analitycznego opartego o komercyjny zestaw do oznaczen
metabolomicznych w celu jego potaczenia z SPME

*  Wykazanie mozliwosci profilowania metabolomicznego tkanki natywnej z
wykorzystaniem polaczenia SPME oraz komercyjnego zestawu

*  Wpykazanie r6znic migdzy tkankg natywna oraz poddang homogenizacji

[A-2]
* Modyfikacja instrumentu analitycznego celem wykonywania oznaczen opartych o
Coated Blade Spray (CBS)
*  Wpykorzystanie dwoch technik SPME-MS do analizy biokonwersji proleku w forme
aktywna
* Pozytywne porownanie w/w technik z standardowg technika analityczng celem ich

walidacji



[A-3]
*  Wytypowanie najczesciej stosowanych metod preparatyki probek stosowanych do
badan metabolomicznych hodowli komérkowych in vitro
* Wskazanie jakie modele komdrkowe cechuja si¢ wysokim poziomem ekstrapolacji in

Vitro in vivo

[A-4]

* Adaptacja systemu SPME opartego o widkna do monitorowania zmian metabolomu
linii komérkowych mysiego czerniaka B16F10 w czasie ich wzrostu w modelach in
vitro 2D oraz 3D

* Analiza metabolomu modelu mysiego czerniaka B16 F10 in vivo z wykorzystaniem
szczepu modelowego C57BL/6

* Poréwnanie modeli in vitro 2D oraz 3D celem wytypowania doktadniejszego modelu

ekstrapolacyjnego (ang. in vitro to in vivo extrapolation, IVIVE)

Omowienie drugiego osiagniecia naukowego — wspodlpraca z partnerami nieakademickimi w

ramach wspolpracy nauki z biznesem

Objeta przeze mnie pozycja postdoctoral fellow na Uniwersytecie w Waterloo w Kanadzie
wigzala si¢, oprocz prowadzenia badan naukowych, z komunikacja z partnerami biznesowymi
w celu rozwijania techniki SPME w aplikacjach biomedycznych. Dzigki analizie literatury
wybralem firm¢ Biocrates Life Sciences AG posiadajaca w portfolio kilka zestawow do
ilosciowego profilowania metabolomicznego opartego o normalizacj¢ izotopowo
znakowanych analogow zwiazkéw endogennych. Po rozmowach z przedstawicielami firmy
oraz dzigki przekazanej przez nich wiedzy dotyczacej informacji jak funkcjonuje ich zestaw,
wraz z doktorantem Pana Prof. Pawliszyna, opracowaliSmy protokét umozliwiajacy
potaczenie SPME z tym zestawem w celu analizy tkanki w formie natywnej. Artykul
wynikajacy z tej wspOlpracy [A-1] jest pierwszym, ktory wskazuje na mozliwosé
wykorzystania zaproponowane;j strategii do poprawy jako$ci badan metabolomicznych na
tkance nie poddanej homogenizacji, a w przysziosci takze in vivo. Wczesniejsze artykuly i
noty aplikacyjne, gdzie analizowano tkanki przy pomocy zestawu Biocrates zawsze
wymagaly jej homogenizacji, poniewaz zestaw jest przystosowany jedynie do probek

ptynnych.



Druga firma, z ktéra miatem mozliwo§¢ bezposredniej wspotpracy jest producent
spektrometrow mas, firma Shimadzu Corporation. Jednym z kierunkéw badan w grupie
Profesora Pawliszyna jest rozwijanie szybkich metod detekecji wykorzystujacych
mikroekstrakcje do fazy statej do efektywnej preparatyki probek w celu utrzymania wysokiej
czystosci ekstraktow, a tym samym wysokiej jakosci analiz. Jednym z rozwigzan jest
potaczenia metody Probe Electrospray lonization — Mass Spectrometry (PESI-MS) z SPME,
w ktorym igle stuzaca do poboru probki i jako emiter elektrorozpylania pokryto polimerem o
wlasciwosciach ekstrakcyjnych. Zaréwno PESI-MS, jak i Coated-PESI-MS ma szerokie
mozliwos$ci aplikacyjne, dlatego jednym z powierzonych mi zadan bylto zademonstrowanie
potencjatu tej techniki w przemysle farmaceutycznym. Bazujac na wczesniejszych
doswiadczeniach z SPME w analizach biotransformacji lekow zaproponowatem oraz
wykonalem takie wtasnie badanie. Jednak oprocz juz dostepnej na tym instrumencie techniki
Coated-PESI zaproponowalem mozliwos$¢ polaczenia innej metody opracowanej w University
of Waterloo, tj. Coated Blade Spray (CBS), z interfejsem dedykowanego PESI, ze wzglgdu na
jego komercyjng dostepnos¢ (obecnie stosowane interfejsy CBS wymagaja sktadania
zamoOwien specjalnych, co znacznie ogranicza stosowanie technologii). W tym celu
zaprojektowatem w programie graficznym oraz wydrukowatem na drukarce 3D specjalny
adapter, ktory umozliwia pozycjonowanie sondy CBS przed linig desolwatacyjng
spektrometru mas. Jednocze$nie zmodyfikowatem parametry Zrodla PESI tak aby jonizacja
trwala nieprzerwanie przez caly czas niezbedny do procesu CBS-MS zamiast pracy w okoto
250 milisekundowych cyklach jak w przypadku standardowego protokotu PESI. Praca [A-2]
tego cyklu jest pierwszym potaczeniem techniki CBS z spektrometrem mas tej firmy i

pokazuje potencjat komercjalizacyjny tegoz polaczenia.

Analiza bibliometryczna

Catos$¢ dorobku naukowego:

Laczna warto$¢ punktacji KBN/MEIN: 2469.000

Warto$¢ wskaznika IF: 117.639

Cytowania (Web of Science Core Collection): 259

Cytowania bez autocytowan (Web of Science Core Collection): 237
Index H=7 (Web of Science Core Collection)

Cytowania (Scopus): 284

Cytowania bez autocytowan (Scopus): 265



Index H=8 (Scopus)

Dorobek po uzyskaniu stopnia doktora:
Laczna warto$¢ punktacji KBN/MEiIN: 2010.000
Warto$¢ wskaznika IF: 93.950

Podsumowanie pozostalego dorobku i osiagni¢¢ naukowych poza cyklem
habilitacyjnym

Bedac uczestnikiem studiow doktoranckich bylem wykonawca grantu finansowanego przez
Narodowe Centrum Nauki, konkurs: HARMONIA 7, Tytut projektu: ,,Nowe rozwigzania
analityczne w onkologii: od badan podstawowych do szybkiej diagnostyki srodoperacyjnej”,
2015/18/M/ST4/00059. Kierownik projektu: dr n farm. Barbaja Bojko, Prof. UMK. W ramach
tego grantu opublikowano nast¢pujace artykuty:

Gorynska Paulina Zofia, Chmara Kamila*, Kupcewicz Bogumita, Gorynski Krzysztof,
Jaroch Karol, Paczkowski Dariusz*, Furtak Jacek, Harat Marek, Bojko Barbara.
Metabolomic phenotyping of gliomas : what can we get with simplified protocol for intact
tissue analysis?

Cancers

2022 : Vol. 14, nr 2, s. 1-20;, 312.

IF: 5.200

MNiSW: 140.000

Bogusiewicz Joanna, Kupcewicz Bogumila, Gorynska Paulina Zofia, Jaroch Karol,
Gorynski Krzysztof, Birski Maciej, Furtak Jacek, Paczkowski Dariusz, Harat Marek, Bojko
Barbara.

Investigating the potential use of chemical biopsy devices to characterize brain tumor
lipidomes.

Int. J. Mol. Sci.

2022 : Vol. 23, nr 7, s. 1-15;, 3518.

IF: 5.600

MNiSW: 140.000



Bogusiewicz Joanna, Gaca-Tabaszewska Magdalena*, Olszowka Dominik*, Jaroch Karol,
Furtak Jacek, Harat Marek, Pawliszyn Janusz, Bojko Barbara.

Coated blade spray-mass spectrometry as a new approach for the rapid characterization of
brain tumors.

Molecules

2022 :Vol. 27,nr 7, s. 1-13, 2251.

IF: 4.600

MNiSW: 140.000

Bogusiewicz Joanna, Burlikowska Katarzyna, Jaroch Karol, Gorynska Paulina Zofia,
Gorynski Krzysztof, Birski Maciej, Furtak Jacek, Paczkowski Dariusz, Harat Marek, Bojko
Barbara.

Profiling of carnitine shuttle system intermediates in gliomas using solid-phase
microextraction (SPME).

Molecules

2021 : Vol. 26, nr 20, s. 1-11;, 6112.

IF: 4.927

MNiSW: 140.000

Bogusiewicz Joanna, Gorynska Paulina Zofia, Gaca Magdalena*, Chmara Kamila*, Gorynski
Krzysztof, Jaroch Karol, Paczkowski Dariusz, Furtak Jacek, Harat Marek, Bojko Barbara.
On-site sampling and extraction of brain tumors for metabolomics and lipidomics analysis.
Jove-J. Vis. Exp.

2020, nr 159, s. 1-9, €61260.

IF: 1.355

MNiSW: 70.000

Bytem wykonawca grantu finansowanego przez Ministerstwo Obrony Narodowej, Konkurs:
Kosciuszko edycja II, Tytul projektu: "Profilowanie metabolomiczne i lipidomiczne
substancji bialej i szarej kory mdézgowej z wykorzystaniem nowoczesnej technologii opartej
na biopsji chemicznej polaczonej ze spektrometrem mas”, 508/2017/DA. Kierownik projektu:

Prof. Janusz Pawliszyn. W ramach tego grantu opublikowano nastgpujace artykuty:



Bogusiewicz Joanna, Burlikowska Katarzyna, Luczykowski Kamil, Jaroch Karol, Birski
Maciej, Furtak Jacek, Harat Marek, Pawliszyn Janusz, Bojko Barbara.

New chemical biopsy tool for spatially resolved profiling of human brain tissue in vivo.

Sci. Rep.

2021 :Vol. 11, nr 1, s. 1-10;, 19522.

IF: 4.997

MNiSW: 140.000

Uczestniczylem w pracach eksperymentalnych zwigzanych z oznaczeniami cytotoksycznos$ci
zwigzkéw o potencjalnym charakterze przeciwnowotworowym z wykorzystaniem réznych

modeli nowotworowych in vitro:

Patkowski Lukasz, Karolak Maciej, Skrzypczak Andrzej, Wojcieszak Marta, Walkiewicz
Filip, Podemski Jonasz, Jaroch Karol, Bojko Barbara, Materna Katarzyna, Krysinski Jerzy.
Antimicrobial and cytotoxic activity of novel imidazolium-based ionic liquids.

Molecules

2022 : Vol. 27, nr 4, s. 1-16;, 1974.

IF: 4.600

MNiSW: 140.000

Pluskota Robert, Jaroch Karol, Koslinski Piotr, Ziomkowska Blanka, Lewinska Agnieszka,
Kruszewski Stefan, Bojko Barbara, Koba Marcin.

Selected drug-likeness properties of 2-Arylidene-indan-1,3-dione derivatives : chemical
compounds with potential anti-cancer activity.

Molecules

2021 : Vol. 26, nr 17, s. 1-20;, 5256.

IF: 4.927

MNiSW: 140.000

Piechowska Katarzyna, Mizerska-Kowalska Magdalena, Zdzisinska Barbara, Cytarska
Joanna, Baranowska-t.aczkowska Angelika, Jaroch Karol, Luczykowski Kamil, Plazinski
Wojciech, Bojko Barbara, Kruszewski Stefan, Misiura Konrad, L.aczkowski Krzysztof.

Tropinone-derived alkaloids as potent anticancer agents : synthesis, tyrosinase inhibition,

mechanism of action, DFT calculation, and molecular docking studies.



Int. J. Mol. Sci.

2020 : Vol. 21, nr 23, s. 1-24;, 9050.
IF: 5.924

MNiSW: 140.000

Piechowska Katarzyna, Switalska M., Cytarska Joanna, Jaroch Karol, Luczykowski Kamil,
Chatupka Joanna*, Wietrzyk Joanna, Misiura Konrad, Bojko Barbara, Kruszewski Stefan,
Laczkowski Krzysztof.

Discovery of tropinone-thiazole derivatives as potent caspase 3/7 activators, and
noncompetitive tyrosinase inhibitors with high antiproliferative activity : rational design, one-
pot tricomponent synthesis, and lipophilicity determination.

Eur. J. Med. Chem.

2019 : Vol. 175,s. 162-171.

IF: 5.572

MNiSW: 140.000

Uczestniczylem w  pracach  eksperymentalnych  zwigzanych z  profilowaniem
metabolomicznym hodowli komoérkowych in vitro, analizami metabolomicznymi zwierzat

laboratoryjnych oraz ludzi:

Jaroch Alina, Kozakiewicz Mariusz, Jaroch Karol, Gléwczewska-Siedlecka Emilia, Bojko
Barbara, K¢dziora-Kornatowska Kornelia.

Untargeted metabolomic assay of prefrail older adults after nutritional intervention.
Metabolites

2022 : Vol. 12, nr 5, s. 1-12;, 378.

IF: 4.100

MNiSW: 100.000

Filipiak Wojciech, Jaroch Karol, Szeliska Paulina, Zuchowska Karolina*, Bojko Barbara.
Application of thin-film microextraction to analyze volatile metabolites in A549 cancer cells.
Metabolites

2021 : Vol. 11, nr 10, s. 1-16., 704.

IF: 5.581

MNiSW: 100.000



Burlikowska Katarzyna, Stryjak Iga, Bogusiewicz Joanna, Kupcewicz Bogumita, Jaroch
Karol, Bojko Barbara.

Comparison of metabolomic profiles of organs in mice of different strains based on SPME-
LC-HRMS.

Metabolites

2020 : Vol. 10, nr 6, s. 1-17;, 255.

IF 4.932

MNiSW: 100.000

Realizacja grantow o zasi¢egu krajowym i miedzynarodowym

Kierownik projektu finansowanego przez KUBUS 2.0-Komercjalizacja Uniwersyteckich
Badan i Ushlug, Tytut Projektu: ,,Wytwarzanie uniwersalnej platformy analityczna opartej o
mikroesktrakcje do fazy stalej stluzaca do analiz w systemie wysokoprzepustowym”,

2019.02.01-2020.06.30. Grant zostat rozliczony pozytywnie.

Kierownik projektu finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki, Konkurs:
PRELUDIUM 12, Tytutl projektu: ,Uniwersalna platforma analityczna oparta o
mikroekstrakcje do fazy statej stuzaca do badan metabolizmu generowanego w warunkach in
vitro”, 2016/23/N/NZ7/01929, 2017.07.13-2020.07.12. Grant zostat rozliczony pozytywnie a
jego efekty oprocz wkltadu w rozprawe doktorska dotycza réwniez zdobytej wiedzy i
umiejetnosci stosowanych w publikacji bedacej wlaczong w cykl osiggnigcia opisywanego w

niniejszym autoreferacie [A-2].

Wykonawca w miedzynarodowym grancie finansowanym przez Narodowe Centrum Badan
i Rozwoju, (w ramach programu "Development of new analytic tools and pathways to
accelerate diagnosis and diagnostic monitoring of rare diseases”), Tytul projektu: ,,Test
metaboliczny in vivo na hipertermi¢ ztosliwg”, EJPRD22-173, 2023-obecnie. Kierownik
Projektu: dr n. farm Barbara Bojko, Prof UMK.

Wykonawca w miedzynarodowym projekcie finansowanym przez Narodowa Agencje

Wymiany Akademickiej, Tytut projektu: ,,Standaryzowanie metod mikroekstrakcyjnych dla



czasowo-rozdzielczej metabolomiki”, PPN/BAT/2021/1/00020/U/00001, 2022-obecnie
Kierownik Projektu: dr n. farm Barbara Bojko, Prof UMK.

Wykonawca w miedzynarodowym grancie finansowanym przez Narodowe Centrum Badan
i Rozwoju, Tytul projektu: ,Innowacja w badaniach translacyjnych: biokompatybilne
mikrosondy do badan nowotworéw in vitro i in vivo”, POLTUR4/Microl VIVE/5/2021, 2019-
obecnie, Kierownik Projektu: dr n. farm Barbara Bojko, Prof UMK.

Wykonawca w projekcie finansowanym przez Ministerstwo Obrony Narodowej, Konkurs:
Kosciuszko edycja II, Tytul projektu: "Profilowanie metabolomiczne i lipidomiczne
substancji bialej i szarej kory mdézgowej z wykorzystaniem nowoczesnej technologii opartej
na biopsji chemicznej polaczonej ze spektrometrem mas”, 508/2017/DA. Kierownik projektu:

Prof. Janusz Pawliszyn.

Wykonawca w grancie finansowanym finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki,
konkurs: HARMONIA 7, Tytut projektu: ,,Nowe rozwigzania analityczne w onkologii: od
badan podstawowych do szybkiej diagnostyki srédoperacyjnej, 2015/18/M/ST4/00059.
Kierownik projektu: dr n farm. Barbaja Bojko, Prof. UMK.

Recenzje projektow badawczych, panele eksperckie

Recenzja grantu Preludium dla NCN, konkurs Preludium 18. Numer wniosku:

2019/35/N/ST4/03896.

Recenzje artykulow naukowych
Recenzje artykutéw naukowych dla czasopisma
Trends in Analytical Chemistry (IF 13.1), 2 prace

Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis (IF 3,4), 1 praca

Wyrodznienia i nagrody
Nazwa nagrody: Zespotowa nagroda Rektora
Rok przyznania: 2023

Nazwa jednostki przyznajacej nagrode: Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu



Nazwa nagrody: Stypendium Ministra Edukacji i Nauki
Rok przyznania: 2022
Nazwa jednostki przyznajacej nagrode: Minister Edukacji i Nauki

Nazwa nagrody: Zespotowa nagroda Rektora
Rok przyznania: 2022

Nazwa jednostki przyznajacej nagrode: Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu

Nazwa nagrody: Zespotowa nagroda Rektora
Rok przyznania: 2020

Nazwa jednostki przyznajacej nagrode: Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu

Nazwa nagrody: Zespotowa nagroda Rektora
Rok przyznania: 2019

Nazwa jednostki przyznajacej nagrode: Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu

Nazwa nagrody: Nico Nibbering Travel Award
Rok przyznania: 2018
Nazwa jednostki przyznajacej nagrode: komitet organizacyjny mi¢dzynarodowej konferencji

"XXII International Mass Spectrometry Conference”, Florencja, Wtochy

Nazwa nagrody: Travel Grant and Lightning Talk
Rok przyznania: 2018
Nazwa jednostki przyznajacej nagrode: komitet organizacyjny mi¢dzynarodowej konferencji

,Mass spectrometry applications to the clinical lab”, Salzburg, Austria

Nazwa nagrody: Best Poster Award
Rok przyznania: 2017
Nazwa jednostki przyznajacej nagrode: komitet organizacyjny mi¢dzynarodowej konferencji

,HPLC 2017 symposium”, Praga, Republika Czeska

Nazwa nagrody: Trzecie miejsce za prezentacj¢ ustng

Rok przyznania: 2017



Nazwa jednostki przyznajacej nagrode: komitet organizacyjny mi¢dzynarodowej konferencji

,International Medical Congress iIMEDIC 2017”, Bydgoszcz, Polska

Organizacja oraz udzial w kursach i szkoleniach
Organizacja i prowadzenie miedzynarodowego kursu pt. ,Shift in bioanalysis: micro-

methods as a new alternative in drug analysis and discovery of biomarkers”, Bydgoszcz,

Polska, 2022

Organizacja i prowadzenie miedzynarodowego kursu pt. ,,Sample Prep Course”, Bydgoszcz,

Polska, 2021

Organizacja i prowadzenie miedzynarodowego kursu pt. ,,Sample Prep Course”, Bydgoszcz,

Polska, 2019

Organizacja i prowadzenie miedzynarodowego kursu pt. ,,Sample Preparation for MS

Bioanalysis: Theory, Practice, and Applications Course”, Bydgoszcz, Polska, 2018

Organizacja 1 prowadzenie miedzynarodowego kursu pt. ,,Solid-Phase Microextraction

(SPME): Theory, Practice and Applications”, Bydgoszcz, Polska, 2017

Organizacja 1 prowadzenie miedzynarodowego kursu pt. ,,Solid-Phase Microextraction

(SPME): Theory, Practice and Applications”, Bydgoszcz, Polska, 2016

5. Informacja o wykazywaniu si¢ istotng aktywnoscia naukowa albo artystyczng
realizowang w wiegcej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury, w

szczegodlnos$ci zagranicznej.

Wykonawca w miedzynarodowym grancie finansowanym przez Narodowe Centrum Badan
i Rozwoju, (w ramach programu "Development of new analytic tools and pathways to
accelerate diagnosis and diagnostic monitoring of rare diseases”), Tytul projektu: , Test
metaboliczny in vivo na hipertermi¢ ztosliwa”, 2023-obecnie. Kierownik Projektu: dr n. farm

Barbara Bojko, Prof UMK.



W ramach realizacji tego grantu obywaé si¢ beda krotkie wyjazdy do partnerow
zagranicznych w celu wspdlnego analizowania probek oraz szkolenia z zakresu

wykorzystania SPME w analizie tkanek.

Wykonawca w miedzynarodowym grancie finansowanym przez Narodowe Centrum Badan
i Rozwoju, Tytul projektu: ,Innowacja w badaniach translacyjnych: biokompatybilne
mikrosondy do badan nowotworéw in vitro i in vivo”, POLTUR4/Microl VIVE/5/2021, 2019-
obecnie, Kierownik Projektu: dr n. farm Barbara Bojko, Prof UMK.

W ramach realizacji tego grantu opiekowatem si¢ studentami programu Erasmus Panem Enes
Cetin oraz Panig Kiibra Kahremanoglu. Obydwoje byli studentami zaangazowanymi w prace
nad w/w w oérodku partnera zagranicznego, Uniwersytet Srodkowo-Wschodni w Ankarze, w
Turcji. W ramach ich wizyty uczytem ich podstaw metabolomiki hodowli komérkowych oraz
badan tkanek z wykorzystaniem SPME. W ramach tego samego projektu obylem staz o
o$rodku partnera w Ankarze, gdzie zostatem przeszkolony z metod wytwarzania nowych sond

SPME.

Zatrudnienie na stanowisku postdoctoral fellow na Uniwersytecie w Waterloo, w Kanadzie
gdzie zajmowalem si¢ wykorzystaniem mikroekstrakcji do fazy statej w aplikacjach
biologicznych. Po odbyciu krotkie terminowego stazu w ramach realizacji Grantu
HARMONIA oraz uzyskaniu stopnia naukowego doktora dostatem ofert¢ pracy w w/w
o$rodku zagranicznym. W ramach umowy o prace¢ moim zadaniem byla praca zwigzana z
medycznym zastosowaniem SPME oraz wspolpraca z zewnetrzng firma Shimadzu.

Efektem tego zatrudnienia jest publikacja dwoch prac, ktore sa uwzglgdnione w niniejszy

cykl habilitacyjny:

Jiang Runshan Will*., Jaroch Karol*, Pawliszyn Janusz.

Solid-phase microextraction of endogenous metabolites from intact tissue validated using a
Biocrates standard reference method kit.

J. Pharmaceut. Anal. 2023 : Vol. 13, nr 1, s. 55-62. *equal contribution

IF: 8.8

MNiSW: 140 punktow

Jaroch Karol, Pawliszyn Janusz.



Time-course monitoring of in vitro biotransformation reaction via solid-phase
microextraction-ambient mass spectrometry approaches.

J. Pharmaceut. Anal. 2022 : Vol. 12, nr 1, s. 186-191.

IF: 8.8

MNiSW: 140 punktow

Wykonawca w projekcie finansowanym przez Ministerstwo Obrony Narodowej pt.
,Profilowanie metabolomiczne i lipidomiczne substancji bialej i szarej kory mozgowej z
wykorzystaniem nowoczesnej technologii opartej na biopsji chemicznej potaczonej ze
spektrometrem mas”, Ko$ciuszko- edycja II (508/2017/DA), 2019.06.2019.12. Kierownikiem

grantu jest Profesor Janusz Pawliszyn, u ktérego realizowatem staz naukowy w 2017 roku.

Staz na Uniwersytecie w Waterloo, Waterloo, Kanada. Dzi¢ki temu wyjazdowi zwigzanemu
z realizacjg grantu HARMONIA 7 mozliwe bylo nawigzanie kontaktu naukowego z Panem
Profesorem Pawliszynem, ktory po zakonczeniu mojej rozprawy doktorskiej umozliwit mi
rozpoczecie pracy na etacie post-doc. Dodatkowo zdobyte umiejetnosci podczas tego stazu
pozwolily na skuteczng realizacj¢ i rozliczenie grantu PRELUDIUM 12, ktérego bylem

kierownikiem.

Staz na Uniwersytecie w Oslo, Olso, Norwegia. Staz naukowy u Pana Profesora Stiga
Pedersen-Bjergaard pozwolit mi na poznanie podstaw metod preparatyki probek opartych o

mikroekstrakcje.

Staz na Uniwersytecie Wiedenskim, Wieden, Austria stanowi kontynuacj¢ oraz rozszerzenie

metod normalizacji oraz analizy ilo$ciowej tkanek przy pomocy SPME.

Staz na Srodkowo-Wschodnim Uniwersytecie Technicznym, Ankara, Turcja. Dzieki temu

stazowi poznatem nowe techniki wytwarzania oraz wykorzystywania sond SPME.



6. Informacja o osiggnigciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujacych
nauke lub sztuke.

2022/09 Rozpoczgcie szkolenia specjalizacyjnego dla farmaceutow pt. ,,Farmakologia”,
Osrodek ds. ksztalcenia podyplomowego na Wydziale Farmaceutycznym, Uniwersytet

Jagiellonski, Krakow.

W ramach pracy naukowo-dydaktycznej od 2014 roku prowadzilem ¢wiczenia, seminaria
oraz wyktadow, bylem zaangazowany w tworzenie skryptéw, aktualizowanie sylabuséw,
tworzenie prezentacji oraz przygotowywanie ¢wiczen praktycznych dla nastgpujacych
przedmiotow i kierunkow:

1. Farmakologia i Farmakodynamika I na kierunku Farmacja

2. Farmakologia i Farmakodynamika II na kierunku Farmacja

3. Biotechnologia Farmaceutyczna na kierunku Farmacja

4. Farmakoterapia i informacja o lekach na kierunku Farmacja

5. Farmakologia na kierunku Zielarstwo 1 fitoterapia (kierunek prowadzony w ramach

wspotpracy z Politechnika Bydgoska im. Jana i Jedrzeja Sniadeckich)
6. Farmakologia z Toksykologia na kierunku Kosmetologia
7. Pharmacology with Pharmacodynamics II w ramach programu Erasmus

8. Pharmaceutical Biotechnology w ramach programu Erasmus
W ramach ankiet studenckich zawsze otrzymuje wysokie oceny: 4.28, 4.97, 5.0, 4.62, 4.72,
4.86, 5.0, 4.82. Przedstawione sg wyniki od roku akademickiego 2021/22 do roku 2014/15.

Skala oceniania 1-5 (1-najnizsza ocena, 5- najwyzsza ocena).

Opieka nad stazystami:

Mgr Patrycja Janiszek, wykonujaca staz w ramach specjalizacji z Farmacji Klinicznej
Enes Cetin, student wizytujacy w ramach programu Erasmus

Kiibra Kahremanoglu, studentka wizytujaca

Opieka nad magistrantami:

2021/2022 Barttomiej Charemski, praca pt. ,,Ocena wptywu mikroekstrakcji do fazy statej na

wzrost linii komorkowych”



0d 2022 roku jestem czionkiem Zespolu ds. Promocji Wydziatu Farmaceutycznego,
Collegium Medicum, UMK w Toruniu. W ramach tego zespotu prowadzitem wyklad podczas

Warsztatow praktyczne dla Uczniéw szkot ponadpodstawowych — III edycja

..... \.’.‘/.&..m.n.......... S S VS
(podpis wmoskzodaWC)J‘)
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