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1. Imig¢ i nazwisko
Piotr Koslinski

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe lub artystyczne — z podaniem podmiotu
nadajacego stopien, roku ich uzyskania oraz tytutu rozprawy doktorskiej

1. Menedzer Systemu Zarzadzania Jako$cia Wyrobow Medycznych.

Dyplom ukonczenia studiow podyplomowych nr 16154/137066, Szkola Gléwna

Handlowa, 13.02.2025 r.
2. Specjalista Laboratoryjnej Toksykologii Medycznej.

Dyplom uzyskania tytulu specjalisty w dziedzinie: laboratoryjna toksykologia
medyczna nr 026/2021.1/471. Centrum Egzaminéw Medycznych, £.6dz,15.04.2021 r.

3. Doktor Nauk Medycznych i Nauk o Zdrowiu w Dyscyplinie Nauki

Farmaceutyczne.

Wydziat Farmaceutyczny, Gdanski Uniwersytet Medyczny, 4 listopad 2014 r.

Tytut rozprawy doktorskiej: ,,Oznaczanie profili metabolicznych zwigzkow

pterynowych w moczu jako potencjalnych biomarkerow nowotworow pecherza

moczowego".

Praca realizowana w Katedrze i Zaktadzie Toksykologii CM UMK oraz w Katedrze

Biofarmacji i Farmakodynamiki GUMED.
Promotor: prof. dr hab. n. farm. Michat Markuszewski.

4. Magister Analityki Medycznej.

Wydzial Farmaceutyczny, Collegium Medicum im. L. Rydygiera w Bydgoszczy,

Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu; 29 czerwca 2009 r.

Tytul pracy magisterskiej: ,,Adnaliza zawartosci 8-oksydg w DNA leukocytarnym

u nosiciela genu BRCAL - wphyw staby modyfikatorow ryzyka nowotworzenia".
Praca realizowana w Katedrze Biochemii Klinicznej CM UMK.

Promotor: dr hab. Tomasz Dziaman, prof. UMK.



3. Informacja o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych lub

artystycznych
2016 — obecnie

2019 - 2024

2012 - 2015

2011 - 2012

Adiunkt
Katedra Toksykologii i Bromatologii, Collegium Medicum
im. L. Rydygiera w Bydgoszczy Uniwersytet Mikotaja Kopernika

w Toruniu;

Adiunkt

Politechnika Bydgoska im. Jana i Jedrzeja Sniadeckich, Wydziat
Rolnictwa i Biotechnologii;

Asystent

Katedra i Zaktad Toksykologii, Collegium Medicum im. L. Rydygiera
w Bydgoszczy Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu;

Pracownik Naukowo-Techniczny

Katedra i Zaktad Toksykologii, Collegium Medicum im. L. Rydygiera

w Bydgoszczy Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu;

4. Omowienie osiggnig¢ naukowych

(Omowienie osiggnigé, o ktorych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz. U. z 2020 r. poz. 85 z pdzn. zm.). Omoéwienie to winno dotyczy¢ merytorycznego ujecia
przedmiotowych osiagnig¢, jak i w sposob precyzyjny okresla¢ indywidualny wklad w ich powstanie,
w przypadku, gdy dane osiggnigcie jest dzietlem wspotautorskim, z uwzglednieniem mozliwosci wskazywania
dorobku z okresu calej kariery zawodowej.)

4.1. Osiagniecie habilitacyjne (cykl pieciu powigzanych tematycznie artykulow):

,»Wykorzystanie celowanej analizy metabolomicznej do poszukiwania zwigzkow

markerowych w chorobach neurologicznych o podtozu autoimmunologicznym oraz

w chorobach nowotworowych

4.1.1. Tytut cyklu osiggniecia

Wykorzystanie celowanej analizy metabolomicznej do poszukiwania zwigzkéw markerowych

w chorobach neurologicznych o podtozu autoimmunologicznym oraz w chorobach

nowotworowych.

4.1.2. Cykl publikacji wchodzacy w sktad osiggnigcia naukowego

Zgodnie z analiza bibliometryczng taczna punktacja MNISW prezentowanego cyklu

sktadajgcego sie z 5 prac wynosi 520 pkt., a sumaryczny wspotczynnik Impact Factor: 15,906
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pkt. (IFs.emi = 16,5). We wszystkich pracach jestem pierwszym autorem, w czterech pracach
jestem autorem korespondencyjnym. Os$wiadczenia wspotautorow publikacji okreslajace

indywidualny wktad w powstanie poszczegdlnych publikacji zamieszczono w zalgcznikach.

P1. Koslinski P.; Rzepinski L.; Koba M.; Gackowski M.; Maciejek Z.; Amino acids levels as
a potential biomarker in myasthenia gravis. Folia Neuropathol. 2022;60(1):122-127.

doi: 10.5114/fn.2022.114053. [Wskaznik IF=2,0; IFs.1etni =2,1; MNiSWpkt. = 70]

Czasopismo przypisane do dyscypliny nauki farmaceutyczne.

Modj wklad w postanie pracy to: przygotowanie koncepcji i metodologii badania, wspotpraca
w zakresie pozyskania materialu biologicznego do analiz, wykonanie oznaczen profili
aminokwasow metoda HPLC-FL, wspolpraca w zakresie analizy statystycznej zgromadzonych
danych, analiza i interpretacja wynikdw, przygotowanie i napisanie manuskryptu, zarzagdzanie
1 koordynacja dziatalno$ci badawczej. Swoj udzial procentowy w powstaniu publikacji szacuje

na 80%.

P2. Koslinski P*.; Rzepinski L.; Daghir-Wojtkowiak E.; Koba M.; Maciejek Z.; Serum amino
acid profiles in patients with myasthenia gravis. Amino Acids. 2023 Sep;55(9):1157-1172.
doi: 10.1007/s00726-023-03303-3. [Wskaznik IF=3,0; IFs.eti= 3,3; MNiSW: 100]
Czasopismo przypisane do dyscypliny nauki farmaceutyczne.

Moéj wklad w postanie pracy to: przygotowanie koncepcji i metodologii badania, wspotpraca
w zakresie pozyskania materialu biologicznego do analiz, wykonanie oznaczen profili
aminokwasow metoda HPLC-MS/MS, wspotpraca w zakresie analizy statystycznej
zgromadzonych danych, przeglad piSmiennictwa, analiza 1 interpretacja wynikow,
przygotowanie 1 napisanie manuskryptu, korespondencja z redakcja 1 recenzentami, korekta
manuskryptu, zarzadzanie i koordynacja dziatalno$ci badawczej. Swoj udziat procentowy

w powstaniu publikacji szacuj¢ na 75%.

P3. Koslinski P*.; Rzepinski L..; Koba M.; Maciejek Z.; Kowalewski M.; Daghir-Wojtkowiak
E.; Comparative Analysis of Serum Amino Acid Profiles in Patients with Myasthenia Gravis
and Multiple Sclerosis. J Clin Med. 2024 Jul 12;13(14):4083.

doi: 10.3390/jcm13144083. [Wskaznik IF=3,0; IFs.ietni = 3.4; MNiSWe: 140]

Czasopismo przypisane do dyscypliny nauki farmaceutyczne.

Moj wklad w postanie pracy to: przygotowanie koncepcji i metodologii badania, wspotpraca

w zakresie pozyskania materiatu biologicznego do analiz, wykonanie oznaczen profili
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aminokwasow metodg HPLC-MS/MS, wspolpraca w zakresie analizy statystycznej
zgromadzonych danych, przeglad piSmiennictwa, analiza 1 interpretacja wynikow,
przygotowanie i napisanie manuskryptu, korespondencja z redakcja i recenzentami, korekta
manuskryptu, zarzadzanie 1 koordynacja dziatalno$ci badawczej. Swoj udziat procentowy

w powstaniu publikacji szacuj¢ na 70%.

P4. Koslinski P*.; Pluskota R.; Madra-Gackowska K.; Gackowski M.; Markuszewski M.J.;
Kedziora-Kornatowska K.; Koba M.; Comparison of Pteridine Normalization Methods in
Urine for Detection of Bladder Cancer. Diagnostics (Basel). 2020;10(9):612.
doi:10.3390/diagnostics 10090612 [Wskaznik IF=3,706 ;IFs.ietni = 3,1; MNiSW: 70]
Czasopismo przypisane do dyscypliny nauki farmaceutyczne.

Modj wklad w postanie pracy to: przygotowanie koncepcji i metodologii badania, wspotpraca
w zakresie pozyskania materiatu biologicznego do analiz, wykonanie oznaczen profili
zwigzkow pterynowych metoda HPLC-FL, wspolpraca w zakresie analizy statystycznej
zgromadzonych danych, przeglad piSmiennictwa, analiza 1 interpretacja wynikow,
przygotowanie i napisanie manuskryptu, korespondencja z redakcja i recenzentami, korekta
manuskryptu, zarzadzanie 1 koordynacja dziatalno$ci badawczej. Swoj udziat procentowy

w powstaniu publikacji szacuj¢ na 80%.

P5. Koslinski P*.; Pluskota R.; Koba M.; Siedlecki Z.; Sniegocki M.; Comparative Analysis of
Amino Acid Profiles in Patients with Glioblastoma and Meningioma Using Liquid
Chromatography Electrospray lonization Tandem Mass Spectrometry (LC-ESI-MS/MS).
Molecules. 2023 Nov 22;28(23):7699.

doi: 10.3390/molecules28237699. [Wskaznik 1F=4,2; IFs.1etni = 4,6; MNiSWpke: 140]
Czasopismo przypisane do dyscypliny nauki farmaceutyczne.

Moj wklad w postanie pracy to: przygotowanie koncepcji i metodologii badania, wspotpraca
w zakresie pozyskania materiatu biologicznego do analiz, wykonanie oznaczen profili
aminokwasow metodg HPLC-MS/MS, wspolpraca w zakresie analizy statystycznej
zgromadzonych danych, przeglad pisSmiennictwa, analiza 1 interpretacja wynikow,
przygotowanie 1 napisanie manuskryptu, korespondencja z redakcja 1 recenzentami, korekta
manuskryptu, zarzadzanie i koordynacja dziatalno$ci badawczej. Swoj udziat procentowy
w powstaniu publikacji szacuje na 80%.

* —autor korespondencyjny



4.1.3. Wstep do tematyki badan

Metabolomika to jedna z dziedzin nauki biologii systemowej zajmujaca si¢ analizg
jakosciowg 1 ilosciowg wewnatrz- 1 zewnatrzkomorkowych metabolitow w organizmach
zywych. Metabolomika, podobnie jak inne nauki -omiczne (tj. genomika, proteomika), stuzy
do badania ztozonych interakcji w uktadach biologicznych [1].

Metabolom, ktory odnosi si¢ do kompletnego zestawu matych czasteczek metabolitow
(takich jak produkty posrednie metabolizmu, hormony i inne czasteczki sygnatowe oraz
metabolity wtorne) wystepujacych w organizmie, moze wykazywac roznice zalezne od stanu
fizjologicznego, stopnia rozwoju badz obecnosci zaburzen w funkcjonowaniu komorki, tkanki,
narzadu czy catego organizmu. To wilasnie mozliwy wpltyw standéw patofizjologicznych na
zaburzenia rOwnowagi wewnetrznej w uktadzie biologicznym, ktoéry manifestuje si¢ zmianami
na poziomie metabolomu, stal si¢ motorem napgdowym rozwoju metabolomiki w badaniach
biomedycznych. O ile zmiany na poziomie genomu czy proteomu okreslaja predyspozycje do
wystgpienia reakcji na rézne czynniki biologiczne i Srodowiskowe, zmiany na poziomie
metabolomu odzwierciedlaja aktualny stan danego ukladu biologicznego, zardéwno
fizjologiczny jak i patofizjologiczny. Ponadto bardzo istotny z klinicznego punktu widzenia jest
fakt, ze zmiany metaboliczne mogg pojawiaé¢ si¢ szybciej niz charakterystyczne dla danego
stanu patofizjologicznego obserwowane objawy kliniczne [2,3].

Préby wykorzystania zmian sktadu plynow biologicznych maja swoja wielowiekowa
histori¢ siggajaca starozytnej medycyny chinskiej 1 greckiej, ktéra w diagnostyce pacjenta
wspomagata si¢ obserwacjami zmiany koloru, zapachu czy smaku moczu [4]. Koncepcja
»profilu metabolicznego” siega lat 40. XX wieku 1 zostata zainicjowana przez Rogera
Williamsa. Zasugerowano wowczas, ze charakterystyczny wzorzec metaboliczny cztowieka,
ktory mozna zidentyfikowa¢ w plynach ustrojowych, takich jak mocz czy §lina, jest zwigzany
z chorobg. Stosunkowo proste metody analityczne nie pozwalaty jednak na szybki rozwoj tej
koncepcji. Zmiana z analizy jakosciowej na ilo§ciowa miata miejsce w latach 70. XX wieku,
kiedy to Horning, Pauling i Robinson wykorzystali chromatografi¢ gazowa z spektrometriag
masowg, co pozwolito na dynamiczny rozwo6j metabolomiki. To wlasnie rozwoj technik
analitycznych 1 zaawansowanych narzedzi bioinformatycznych zmienit wspotczesne spojrzenie
na prowadzenie prac badawczych, a innowacyjne badania metaboliczne coraz cze¢sciej staja si¢
codzienng praktyka kliniczna.

W literaturze funkcjonuja takie pojecia jak metabolomika i metabonomika, ktore

znajduja swoje definicyjne rozroznienie. Zgodnie z przyjeta definicjg, metabolomika ktadzie
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wiekszy nacisk na profilowanie metaboliczne na poziomie komorkowym lub narzagdowym
i zajmuje si¢ przede wszystkim metabolizmem endogennym. Metabonomika rozszerza
profilowanie metaboliczne o informacje o zaburzeniach metabolizmu spowodowanych
czynnikami §rodowiskowymi czy procesami chorobowymi. W praktyce jednak w dziedzinie
badan nad chorobami cztowieka terminy te w duzym stopniu naktadajg si¢ na siebie i czgsto
w praktyce sa synonimami [4].

Wraz z rozwojem koncepcji medycyny spersonalizowanej mozna obserwowac rozwoj
kolejnych gatezi metabolomiki obejmujacych np. metabolomike kliniczng, ktéra ma na celu
oceng i przewidywanie ryzyka zdrowotnego i chorobowego [5] czy farmakometabolomike,
ktéra w oparciu o wykorzystanie zar6wno podstawowych profili metabolicznych przed
leczeniem, jak i skutkéw leczenia farmakologicznego w czasie leczenia pozwala na lepsze
zrozumienie mechanizméw dziatania leku lub ksenobiotyku 1 zwigksza zdolnos¢
przewidywania indywidualnej zmienno$ci odpowiedzi na lek [6,7].

W zalezno$ci od zamierzen oraz charakteru badan metabolomicznych, mozna wyrdznié
dwie podstawowe strategie: celowang oraz niecelowang analize¢ metabolomiczng [2].
Niecelowana analiza metabolomiczna pelni przede wszystkim funkcj¢ poznawcza opierajaca
si¢ na jakosciowym lub potilosciowym oznaczeniu mozliwie jak najwigkszej liczby
maloczgsteczkowych metabolitow. Podejscie to jest z zasady wolne od stawianych a priori
hipotez i1 skupia si¢ na analizie mozliwie jak najwigckszego panelu metabolitow, aby ze
zgromadzonych danych wybra¢ te zwiazki, ktére w sposob istotny statystycznie rdznicuja
badane grupy. Takie podejscie naukowe pozwala na wytyczanie nowych kierunkow
badawczych, ktére nastepnie sa weryfikowane z wykorzystaniem celowanej analizy
metabolomicznej [8].

Celowana analiza metabolomiczna stanowi wyspecjalizowane podejscie, ktore skupia
si¢ na badaniu konkretnych metabolitow w organizmach, komoérkach lub tkankach, ktore
zostalty wybrane w oparciu o dane literaturowe lub wyniki badan niecelowanych.
W przeciwienstwie do analiz niecelowanych, ktore obejmuja szeroki wachlarz metabolitow,
celowana metabolomika koncentruje si¢ na wyselekcjonowanej grupie zwiazkdw chemicznych,
co umozliwia doktadniejsze zbadanie ich funkcji oraz interakcji [8,9].

Kluczowym aspektem skutecznej analizy celowanej jest dobor odpowiedniego
materialu biologicznego. W zaleznosci od celéow badania, mozna wykorzysta¢ réznorodne
probki, takie jak krew, mocz, $lina, tkanki lub komorki. Przygotowanie probki jest krytycznym
etapem w metabolomice, majacym bezposredni wptyw na koncowy wynik analizy. Prawidtowe

przygotowanie probki zapewnia, ze metabolity bedace przedmiotem zainteresowania sg
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zachowane, ekstrahowane wydajnie i wolne od zanieczyszczen, ktore moglyby zaktdcaé dalsze
procedury analityczne. Badania metabolomiczne cze¢sto obejmuja ztozone matryce biologiczne,
co sprawia, ze skrupulatne przygotowanie probki jest niezbedne do uzyskania znaczacych
wynikow.

Gtowne cele przygotowania probek do celowanej analizy metabolomicznej obejmuja:

e zachowanie oryginalnego profilu metabolitéw (pewnos$¢, ze sktad metabolitow
odzwierciedla prawdziwy stan biologiczny probki);

e maksymalizacje wydajnosci ekstrakcji (osiggnigcie wysokich wskaznikéw odzysku dla
szerokiego zakresu metabolitow);

e minimalizacj¢ degradacji i zanieczyszczenia probki (zapobieganie utracie lub zmianie
metabolitow podczas przygotowywania);

e zapewnienie zgodnos$ci z technikami analitycznymi (przygotowanie prébek w formie
odpowiedniej do pdzniejszych procedur analitycznych, takich jak chromatografia

I spektrometria mas) [10].

Kluczowym etapem jest takze dobor odpowiedniej techniki analitycznej, ktéra
umozliwia doktadne pomiary metabolitow. Ostateczny wybdr techniki powinien by¢
uzalezniony od rodzaju metabolitow, ich stezenia oraz wymagan dotyczacych czutosci
I precyzji pomiaru [11].

Metabolity o zdefiniowanych wiasciwosciach fizykochemicznych jak zwigzki lotne,
termostabilne o niskiej polarnosci moga by¢ analizowane z wykorzystaniem chromatografii
gazowej (GC). Wysokosprawna chromatografia gazowa jest efektywng i wszechstronng
metoda, co czyni ja jedng z kluczowych technik analitycznych stosowanych w celowanej
analizie metabolomicznej. Jej zastosowanie pozwala na rozdzielenie metabolitéw o podobnych
wlasciwosciach w stosunkowo krotkim czasie, co pozwala na analizowanie duzej liczby
probek. Latwos¢ integracji z roznymi metodami detekcji, takimi jak spektrometria mas pozwala
na identyfikacje nawet subtelnych zmian w poziomach metabolitow, co czyni ja wartosciowym
narz¢dziem do analizy biomarkerow chorob oraz innych zwigzkéw biologicznych.
Standaryzacja badan oraz opracowane protokoty wykorzystania chromatografii gazowej,
zapewniaja wysoka powtarzalnos¢ uzyskanych wynikow, co jest kluczowe w celowanej
analizie metabolomicznej. Mimo wielu zalet aplikacyjnych chromatografia gazowa posiada
robwniez pewne ograniczenia zwigzane m.in. z analiza zwiazkéw nielotnych czy
termolabilnych, przez co wiele metabolitow wymaga przeprowadzenia reakcji derywatyzacji

przed analiza GC, aby zwigkszy¢ ich lotnos¢ 1 stabilnos$¢ termiczng. Ten dodatkowy krok moze
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by¢ czasochtonny 1 prowadzi¢ do utraty czesci analitow. Problematyczne moze by¢ réwniez
rozdzielenie zwigzkow polarnych wykazujacych niska retencj¢ na kolumnach GC. Pomimo
tych ograniczef, wysokosprawna chromatografia gazowa pozostaje cenng technikg
w celowanej analizie metabolomiczne;j. Jej zastosowanie nalezy jednak rozwazy¢ w konteks$cie
specyfiki danego projektu badawczego i potrzeb analitycznych[12].

Jedna z bardziej efektywnych i wszechstronnych metod w celowanej analizie
metabolomicznej jest elektroforeza kapilarna (CE). Wysoka rozdzielczo$¢ CE pozwala na
rozdzielanie szerokiego zakresu metabolitow znacznie szybciej niz tradycyjnymi technikami,
przy jednoczesnym niskim zuzyciu zardwno samej probki jaki i odczynnikow chemicznych.
Trudno$ci zwigzane z wykorzystaniem CE w celowanej analizie metabolomicznej zwigzane sg
m.in. z duzg wrazliwo$cig na warunki eksperymentalne (pH, temperatura, stezenie buforu) czy
efektami matrycowymi co stwarza pewne przeszkody w jej powszechnym zastosowaniu
[13,14].

Najczesciej wybierang technikg separacyjng w badaniach obejmujacych celowang
analiz¢ metabolomiczng pozostaje jednak wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC),
ktéra dzigki swojej elastyczno$ci i mozliwosci dostosowania si¢ do roznych potrzeb
badawczych jest jednym z najbardziej efektywnych rozwigzan analitycznych. HPLC umozliwia
analizg szerokiego zakresu analitow, dzigki czemu moze by¢ wykorzystywana w badaniach nad
réznorodnymi metabolitami izolowanymi z réznych matryc biologicznych. Mozliwo$¢ wyboru
szerokiego spektrum faz stacjonarnych i ruchomych umozliwia optymalizacje warunkéw
analizy dla konkretnych zwigzkéw. To, co jednak jest szczegdlnie istotne w kontekScie
celowanej analizy metabolomicznej, to mozliwos$ci integracji z roznymi technikami detekcji.
Wykorzystanie spektrometrii mas (MS), detekcji UV-Vis czy detekcji fluorescencyjnej (FL)
pozwala na uzyskanie bardziej szczegdélowych informacji o analizowanych metabolitach, co
zwigksza ilo$¢ 1 jakos$¢ uzyskiwanych danych. Na szczegdlng uwage zasluguje spektrometria
mas, ktorej polaczenie z technikami separacyjnymi jak HPLC stanowi uzyteczne narzgdzie w
celowanej analizie metabolomicznej. Jedng z gléwnych zalet spektrometrii mas jest zdolnos$¢
do precyzyjnej identyfikacji metabolitow. Zastosowanie standardow wewnetrznych
1 zaawansowanych metod kalibracyjnych umozliwia réwniez bardzo dokladng analize
ilo§ciowa. MS stanowi cenng platforme analityczng dla metabolomiki, w tym celowanej analizy
metabolomicznej, rowniez ze wzgledu na wysoka czuto$¢ i mozliwo$¢ monitorowania zmian
dynamicznych w czasie. Ciaggly rozwoj spektrometrii mas i wprowadzanie nowych technologii
jak potaczenie kwadrupola z analizatorem czasu przelotu (ang. quadrupole time of flight mass

spectrometry QTOF/MS) czy potaczenie kwadrupola z analizatorem typu Orbitrap lub
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analizatora typu potrojny kwadrupol (ang, triple quadrupole mass spectrometry, QqQ/MS)
zwiekszaja mozliwos$ci analityczne [14-16].

Spektroskopia jadrowego rezonansu magnetycznego (NMR) jest rowniez zaliczana do
glownych technik analitycznych wykorzystywanych w metabolomice. Mimo ze NMR jest
mniej czuly w porownaniu ze spektrometrig mas, liczne cechy NMR, w tym jego wysoka
powtarzalno$¢ i zdolnosci ilosciowe, nieselektywna i nieinwazyjna natura oraz zdolno$¢ do
identyfikowania nieznanych metabolitbw w zlozonych mieszaninach, s3 czgsto
wykorzystywane w badaniach metabolomicznych [17].

Walidacja metody analitycznej jest niezbednym krokiem, ktory zapewnia wiarygodnosé
i powtarzalno$¢ otrzymywanych wynikéw. Walidacja to proces ustalania parametrow
charakteryzujacych sprawnos$¢ dziatania i ograniczen metody oraz sprawdzenie jej przydatnosci
do okreslonych celow. Podczas wykonywania walidacji nalezy okresli¢, ktore parametry
charakteryzujace metod¢ powinny by¢ wyznaczone, wyznaczy¢ wartosci tych parametrow i na
tej podstawie okresli¢ czy metoda spelnia stawiane jej wymagania zwigzane z zamierzonym
zastosowaniem wynikéw analitycznych. W efekcie wykonania walidacji mozna uzyskac
pewnos¢, ze proces analizy przebiega w sposob rzetelny i precyzyjny oraz daje wiarygodne
wyniki. Walidacj¢ wykonujemy zarowno gdy opracowywana jest nowa metoda analityczna, jak
1 wtedy gdy prowadzone sg proby rozszerzenia zakresu stosowalnos$ci znanej metody
analitycznej (np. do oznaczania znanego analitu do proébek o innej matrycy), gdy kontrola
jakosci stosowanej metody wykazata zmienno$¢ jej parametrow w czasie lub dana metoda
analityczna ma by¢ wykorzystywana w innym laboratorium. Proces walidacji obejmuje oceng
roznych parametrow, takich jak: specyficzno$é/selektywnosé, precyzja (powtarzalnosé
1 odtwarzalnos¢), doktadnos¢, zakres metody, liniowo$¢, granica wykrywalnos$ci, granica
oznaczalnosci czy stabilno$¢ metody. Zakres walidacji jest §ci$le zwigzany z naturg oraz celem
konkretnej metody analitycznej. Nalezy zauwazy¢, ze im wigcej parametrow walidacyjnych
poddaje si¢ ocenie, tym wyzsza bedzie wiarygodno$¢ proponowanej procedury analitycznej.
Istnieje wiele wytycznych dotyczacych ustalania parametréw walidacyjnych, z ktorych
najczesciej wykorzystywane to zalecenia Agencji Zywnosci i Lekéw (ang. Food and Drug
Administration FDA) oraz Europejskiej Agencji Lekow (ang. European Medicine Agency
EMA) [18,19].

Wyniki przeprowadzonych analiz ilosciowych prowadza do powstania zestawienia
danych, ktore zawiera stg¢zenia zidentyfikowanych zwigzkoéw. Bardzo istotnym uzupetlieniem
tych danych sa wyniki z ocen klinicznych, analiz laboratoryjnych oraz badan

histopatologicznych, ktére w potaczeniu tworza czgsto skomplikowane zbiory informacji,
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wymagajace zastosowania zaawansowanych technik statystycznych. Analiza danych jest
procesem wieloetapowym, obejmujagcym odpowiednie przygotowanie danych poprzez
zastosowanie np. normalizacji czy skalowania. Kolejne etapy obejmuja zastosowanie analiz
jednowymiarowych umozliwiajacych wstepne wskazanie istotnych statystycznie metabolitow
lub sygnatow analitycznych o najwigkszym potencjale klasyfikacyjnym w odniesieniu do
porownywanych grup. Zgromadzone dane, zawierajace zaréwno informacje ilosciowe, jak
i jako$ciowe, wymagaja zastosowania statystycznych analiz wielowymiarowych. Analizy te
umozliwiajg jednoczesne badanie wielu zmiennych w kontek$cie badanych czynnikow, co
pozwala na identyfikacje lub wyjasnienie relacji migdzy nimi, a tym samym na petng oceng
1 interpretacj¢ uzyskanych wynikow. Do najczesciej stosowanych testow wielowymiarowych
w analizach metabolomicznych naleza: analiza glownych sktadowych (ang. principal
component analysis, PCA), analiza dyskryminacyjna czastkowych najmniejszych kwadratow
(ang. partial least square disciminant analysis, PLS-DA), metoda lasow losowych (ang.
random forest, RF), regresja liniowa i logistyczna, czy modelowanie bayesowskie oraz
hierarchiczne [20-22].

W rezultacie, celowana analiza metabolomiczna jest ztozonym, wieloaspektowym procesem,
ktory wymaga starannosci i precyzji na kazdym etapie, od wyboru materialu biologicznego po
interpretacje¢ uzyskanych wynikdéw, co czyni jg poteznym narzedziem w badaniach

biologicznych oraz medycznych.

4.1.4. Cele naukowe i omoéwienie wynikow zawartych w cyklu publikacji
Gléwnym celem badah opisanym w pigciu oryginalnych pracach eksperymentalnych
zgloszonych jako osiagnigcie naukowe w postepowaniu habilitacyjnym byto zastosowanie
celowanej analizy metabolomicznej do poszukiwania zwigzkow markerowych w chorobach
neurologicznych o podtozu autoimmunologicznym (P1-P3) oraz w chorobach nowotworowych
(P4-P5).
Czastkowe cele w ramach osiaggnigcia naukowego obejmowaty:
a) Optymalizacj¢ oraz walidacje metod analitycznych oznaczania profili aminokwasow
z wykorzystaniem chromatografii cieczowej z detekcja fluorescencyjng (HPLC-FL)
oraz chromatografii cieczowej sprzezonej =z detekcja spektrometrii  mas
(HPLC-MS/MS) (P1, P2);
b) Oznaczenia oraz poréwnanie profili metabolomicznych aminokwaséw u pacjentow

Z miastenig gravis oraz grupg kontrolng (P1, P2);

12



c) Oznaczenie oraz porownanie profili metabolomicznych aminokwaséw u pacjentow
Z miastenig gravis, stwardnieniem rozsianym oraz grupa kontrolna (P3);

d) Oznaczenie oraz pordéwnanie profili metabolomicznych zwigzkéw pterynowych
u pacjentow z nowotworem pecherza moczowego oraz grupg kontrolng ze szczegdlnym
uwzglednieniem czynnikéw normalizujgcych stezenie oznaczanych analitéw tj. cigzaru
wlasciwego moczu i stezenia kreatyniny (P4);

e) Oznaczenie oraz porownanie profili metabolomicznych aminokwasow u pacjentow
z nowotworami osrodkowego uktadu nerwowego (oponiak, glejak) oraz grupg

kontrolng (P5).

Zagadnienia z zakresu poszukiwania nowych wskaznikow diagnostycznych w obrebie
chordéb neurologicznych o podtozu autoimmunologicznym stanowig temat przewodni trzech
przedstawionych prac (P1-P3).

W pracach P1-P2 do grupy badanej zakwalifikowano pacjentow ze zdiagnozowang
Miastenig gravis (MG). MG jest chorobg autoimmunologiczna, ktéra prowadzi do dysfunkcji
zlagcza nerwowo-migsniowego [23]. Patogeneza miastenii opiera si¢ na odpowiedzi
immunologiczne] skierowanej przeciwko postsynaptycznym elementom zlacza nerwowo-
migsniowego. Komercyjne testy — immunoenzymatyczny ELISA lub radioimmunologiczny
RIA — pozwalaja na identyfikacje przeciwcial przeciwko receptorom acetylocholiny (anty-
AChR-ab) u okoto 75-80% pacjentow z miastenig, u 5-10% wykrywane sa przeciwciata
skierowane przeciwko kinazie swoistej dla mie$ni (anty-MuSK-ab), natomiast przeciwciala
przeciw biatku zwigzanemu z receptorem lipoprotein o niskiej gesto$ci (anty-LRP4-ab)
stwierdza si¢ u 20-30% uprzednio podwdjnie seronegatywnych (niewykrywalne przeciwciata
anty-AChR-ab ani antyMUSK-ab). Rzadko celami ataku immunologicznego w miastenii sg
inne biatka kluczowe dla sformowania struktury przestrzennej i utrzymania funkcji zlacza
nerwowomigsniowego, tj. agryna, LRP4 czy rapsyna. Zaktocenie normalnej komunikacji
miedzy nerwami i mig$niami powoduje zmienne ostabienie réznych grup migsniowych [24].

Biomarkery obecnie stosowane w MG nalezag przede wszystkim do kategorii
diagnostycznej. Wykrywanie przeciwciat przeciwko receptorowi acetylocholiny (AChR) lub
przeciwciala przeciwko swoistej kinazie tyrozyn (MuSK) jest wysoce specyficzne dla
potwierdzenia rozpoznania MG. Jednak dostepne dane wskazuja, ze okoto 15% pacjentow
z uogolniong postacia MG 1 50% pacjentow z typem ocznym pozostaje seronegatywnych
zarowno dla AChR, jak i MuSK. Ponadto poziomy klinicznie stosowanych biomarkerow MG

nie koreluja z cigzkoscig choroby lub odpowiedzig kliniczng [25]. Ze wzgledu na fakt, ze
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stosowane metody diagnostyczne nie sg rozstrzygajace i zadowalajace w przypadku MG,
zwlaszcza we wezesnych stadiach, konieczne jest opracowanie niezawodnych narzedzi, ktore
pomoga zdiagnozowa¢ MG tak wczesnie, jak to mozliwe [26].

Metabolomika oferuje mozliwosci identyfikacji potencjalnych markerow zwigzanych
z postgpem choroby i odpowiedzig na leczenie zlozonych chordb neurologicznych [27].
Zainteresowanie aminokwasami (AA) jako potencjalnymi biomarkerami MG wynika z ich roli
w procesie autoimmunizacji i zaburzeniach w budowie biatek mig$niowych. Obecne dane
sugeruja, ze komorki immunoregulacyjne moga odgrywac¢ znaczaca role w patogenezie MG.
Aminokwasy sg wazne w funkcjonowaniu m.in komorek T, a ich zaburzony metabolizm moze
by¢ powigzany z autoimmunizacja. Profilowanie metaboliczne aminokwaséw ma wiele
potencjalnych zastosowan. Prowadzone badania skupiajg si¢ na ich wykorzystaniu w badaniach
przesiewowych, diagnostyce i monitorowaniu leczenia. Ostatnie badania wskazuja, ze analiza
profili aminokwas6w moze by¢ potencjalnym markerem wspomagajacym diagnostyke takich
grup choréb, jak choroby neurodegeneracyjne [28], choroba Alzheimera [29], choroba
Parkinsona [30], choroby autoimmunologiczne [31] i nowotwory [32].

Celem badan opisanych w publikacji P1 bylo poréwnanie profilu aminokwaséw
pacjentow z MG o rdznym stopniu zaawansowania choroby z grupa kontrolng. Do badania
wlaczono  pacjentki  konsultowane w  Neurologicznej  Poradni  Ambulatoryjnej
z rozpoznaniem MG. MG rozpoznano na podstawie cech klinicznych (zmienne, meczliwe
ostabienie miegéni oczu i/lub migsni zewnatrz gatkowych) oraz co najmniej jednego
z nastgpujacych kryteriow: dodatni wynik testu na obecno$¢ autoprzeciwcial AChR lub MuSK,
badania elektrofizjologiczne potwierdzajace dysfunkcje postsynaptycznego ztacza nerwowo-
migsniowego (powtarzajgca si¢ stymulacja i/lub elektromiografia pojedynczego widkna) oraz
odpowiedz kliniczna na inhibitory cholinoesterazy. Sredni czas trwania choroby w grupie
badanej wynosit 9,6 + 5,7 roku. Biorac pod uwage typ kliniczny choroby, wszystkie pacjentki
sklasyfikowano jako uogélniong posta¢c MG. Autoprzeciwciala przeciwko AChR wykryto u 7
pacjentek, a pozostate 3 sklasyfikowano jako podwdjnie seronegatywne (ujemny wynik testu
na obecno$¢ przeciwciat anty-AChR i anty-MuSK). Nieprawidtowosci grasicy wykryto
u 4 pacjentek. U Zzadnej z osob w grupie badanej nie zdiagnozowano grasiczaka.

U pacjentek oznaczono profil stezeniowy 17 aminokwaséw (Ryc. 1).
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Ryc. 1. Chromatogram przedstawiajacy rozdzial aminokwaséw metoda HPLC-FL: kwas
asparaginowy (Asp), seryna (Ser), kwas glutaminowy (Glu), glicyna (Gly), histydyna (His),
arginina (Arg), treonina (Thr), alanina (Ala), prolina (Pro), cysteina (Cys), tyrozyna (Tyr),
walina (Val), metionina (Met), lizyna (Lys), izoleucyna (lle), leucyna (Leu), fenyloalanina
(Phe).

Zoptymalizowana przeze mnie metodyka przygotowania probki do oznaczania profilu
aminokwasOw obejmowata odbiatczanie oraz derywatyzacje. Do odbialczania zastosowatem
kolumienki Phree Phospholipid Removal Solutions z zestawem do ekstrakcji fazy statej. Tak
przygotowane probki poddawatem procedurze derywatyzacji zgodnie z metoda Waters AccQ
Tag, a nastgpnie analizowatem z wykorzystaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej
(HPLC) z detekcja fluorescencyjna.

Rezultatem przeprowadzonych badan byla identyfikacja znaczacych rdznice
w stezeniach dwdch aminokwaséw endogennych u pacjentow z MG w poréwnaniu do grupy
kontrolnej. Stezenia kwasu asparaginowego (Asp) oraz kwasu glutaminowego (Glu) byty
istotnie wyzsze u pacjentow z MG w porownaniu do grupy kontrolne;j.

Publikacja P1 stanowi przyktad badan wstepnych. Kontynuacja opisanego celowanego
podejscia metabolomicznego do poszukiwania zwigzkow markerowych w chorobach
neurologicznych o podtozu autoimmunologicznym s3 badania opisane w publikacjach

stanowigcych osiaggnigcie habilitacyjne P2 oraz P3.
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W badaniach opisanych w publikacji P2 zastosowatem wysokosprawng chromatografie
cieczowg sprzg¢zong z detekcja spektrometrii mas (HPLC-MS/MS) oraz badania statystyczne,
aby zidentyfikowa¢ zmiany w stezeniach aminokwaséw u pacjentdow z miastenig gravis
W porownaniu do grupy kontrolnej. Dodatkowo przeanalizowalem potencjalny wpltyw réznych
schematow leczenia, stanu klinicznego oraz typow MG na zaobserwowane zmiany w profilach
aminokwasowych. Do badania zakwalifikowano facznie 81 uczestnikdw, podzielonych na dwie
grupy: 53 zdrowych ochotnikoéw bez historii choréb autoimmunologicznych, stanowigcych
grupe kontrolng, oraz 28 pacjentoéw z uogoélniong lub oczng postacig miastenii, tworzacych
grupe badang. Przygotowanie probek biologicznych do analizy aminokwasow obejmowato
ekstrakcje do fazy stalej, po ktdrej nastepowata derywatyzacja oraz ekstrakcja ciecz-ciecz.
Analize¢ aminokwasow w surowicy przeprowadzilem za pomocg chromatografu cieczowego
sprzezonego ze spektrometrem mas LCMS-8045, z potrdjnym kwadrupolem i jonizacja
elektrorozpylaniem (ESI) w trybie dodatnim. Metoda analityczna, ktorg zastosowatem, zostata
uprzednio przeze mnie zoptymalizowana i poddana walidacji. Opracowanie optymalnych
warunkéw analizy przy uzyciu spektrometru mas obejmowato okreslenie jono6w macierzystych
i fragmentacyjnych. Jako wzorce wewngtrzne zastosowatem homoargining (HARG),
metioning-d3 (Met-d3) oraz homofenyloalaning (HPHE) w zaleznosci od czasu elucji

analizowanych aminokwasow. Tabela 1 zawiera podsumowanie analizowanych aminokwasow

metodg HPLC-MS/MS.

16



Tabela 1. Zestawienie aminokwasoéw analizowanych metodg HPLC-MS/MS. Tabela

wykonana na podstawie P2.

L.p. Nazwa zwiazku Skréot | L.p. Nazwa zwiazku Skrot
Seryna SER 16. Kwas a- ABA
aminomaslowy

2. Glutamina GLN 17. Ornityna ORN

3. Arginina ARG 18. Metionina MET

4. Cytrulina CIT 19. Metionina-d3 Met-d3

(1S)
5. Homoarginina HARG | 20. Prolina PRO
(1S)
6. Asparagina ASN 21. Lizyna LYS
7. 1-metylo-L-histydyna | 1IMHIS | 22. Kwas ASP
asparaginowy

8. 3-metylo-L-histydyna | 3MHIS | 23. Histydyna HIS

9. 4-hydroksyprolina HYP 24. Walina VAL

10. Glicyna GLY 25. | Kwas glutaminowy GLU

11. Treonina THR 26. Tryptofan TRP

12. Alanina ALA 27. Kwas a- AAA

aminoadypinowy
13. Kwas gamma- GABA | 28. Leucyna LEU
aminomasltowy
14. Sarkozyna SAR 29. Fenyloalanina PHE
15. Kwas beta- BAIB | 30. Izoleucyna ILE
aminoizomastowy

Poréwnanie profili stezeniowych aminokwasow mig¢dzy pacjentami z miastenig a grupa
kontrolng umozliwito identyfikacj¢ aminokwasow, ktore statystycznie istotnie réznicowaty
obie grupy. Do aminokwasow, ktore wykazaly istotne roznice przy poziomie istotno$ci

a = 0,05, zaliczono GLN, ARG, IMHIS, 3MHIS, HYP oraz SAR (Ryc. 2).
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Ryc. 2. Poréwnanie st¢zenia profili aminokwasow pomiedzy pacjentami z miastenia (MG)

(kolor niebieski) i grupg kontrolng (kolor pomaranczowy). Rycina wykonana na podstawie P2.

Zaobserwowane roznice w stezeniach glutaminy u pacjentéw z MG w poréwnaniu do
grupy kontrolnej moga by¢ spowodowane zmianami w tkance mig$niowej oraz aktywnos$cig
uktadu odpornosciowego. Glutamina jest Scisle zwigzana z tkankg migsni szkieletowych, ktora
jest gldéwnym miejscem jej gromadzenia, syntezy i uwalniania. W zwigzku z tym mig$nie
szkieletowe odgrywaja kluczowa role w metabolizmie glutaminy [33]. Ponadto, metabolizm
glutaminy jest istotny dla produkcji energii w proliferujacych komorkach, w tym komorkach
T [31]. Zaréwno badania in vitro, jak i in vivo wykazaly, ze glutamina jest niezbgdnym
sktadnikiem odzywczym dla proliferacji limfocytow, produkcji cytokin, a takze dla aktywnosci
fagocytarnej 1 wydzielniczej makrofagow. Szczegolnie istotna w konteks$cie autoimmunizacji

jest rola glutaminolizy w produkcji prozapalnych limfocytéw T, takich jak Th1 i Th17 [34,35].
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Arginina, ktorej stezenie w badaniu P2 pozwolito na réznicowanie grupy badanej od grupy
kontrolnej, odgrywa istotng rol¢ w odpowiedzi immunologicznej. Biorac udziat w syntezie
zwigzkow niebiatkowych, takich jak tlenek azotu (NO) i poliaminy, arginina wptywa na
rozszerzenie naczyn krwiono$nych, uwalnianic wapnia, neurotransmisje oraz odpowiedz
immunologiczng. Cho¢ zaktada si¢, ze arginina bierze udziat w réznych fizjologicznych
1 patologicznych reakcjach immunologicznych, szczegoly molekularne tych proceséw nie sa
jeszcze w pelni zrozumiale [36]. Istniejg jednak dowody naukowe potwierdzajace kluczowa
role mechanizmow zaleznych od tlenku azotu w wielu chorobach autoimmunologicznych
1 przewlektych stanach zapalnych. Uwalnianie duzych ilosci NO, silnego $rodka prozapalnego,
poprzez aktywacje NOS2, moze nasila¢ stan zapalny. Badania nad autoimmunologicznymi
chorobami demielinizacyjnymi, takimi jak stwardnienie rozsiane, wykazaly obecno$¢ wolnych
rodnikow tlenowych i azotowych w ptynie mézgowo-rdzeniowym [37].

Zastosowanie poprawki Bonferroniego dla wielokrotnych testow, umozliwito identyfikacje
dwoch aminokwaséw pochodzacych z histydyny (IMH i 3MH) jako najbardziej istotnie
roéznicujacych pacjentdow z MG od grupy kontrolnej pod wzgledem istotno$ci statystyczne;j.
L-Histydyna (HIS) jest aminokwasem wzglednie egzogennym, charakteryzujacym si¢
szerokim zakresem wlasciwosci biochemicznych i fizjologicznych. 3-metylohistydyna (3MH)
powstaje w wyniku potranslacyjnej modyfikacji reszt histydyny i jest obecna w aktynie oraz
miozynie jako element biatek miofibrylarnych. Obecno$s¢ wolnej 3MH w organizmie jest
wynikiem m.in. rozpadu tych biatek. Poniewaz 3MH nie jest metabolizowana ani ponownie
wykorzystywana do syntezy bialek, uznaje si¢ ja za nieinwazyjny marker katabolizmu biatek
miofibrylarnych [38,39]. Wzrost szybkosci rozpadu biatek miofibrylarnych jest obserwowany
w roznych patologiach zwigzanych z zanikiem mig$ni (dystrofia migsniowa Duchenne'a,
dystrofia mig$niowa Beckera) [40].

Kolejnym etapem projektu byto zbadanie, czy mozna zaobserwowac zalezno$¢ migdzy
stezeniem aminokwasow a wiekiem pacjentow z MG, czasem trwania choroby, jej podtypem,
metodami klasyfikacji oraz stosowanymi terapiami. Badanie zmian stezen aminokwasow
w kontekscie dtugosci trwania miastenii ujawnito widoczny wzrost poziomow GLN, ARG
I ASN wraz z czasem trwania choroby. Z kolei stezenie CIT wykazato niewielkg tendencje
spadkowa. Nalezy zaznaczy¢, ze ze wzgledu na ograniczong liczb¢ badanych probek

i rozpigto$¢ pomiardw, przedziaty ufnosci wokot linii regresji sg szerokie (Ryc. 3).
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Ryc. 3. Stezenie aminokwasOw u pacjentéw z miastenia w odniesieniu do czasu trwania
choroby. Niebieska linia przedstawia lini¢ regresji liniowej. Rycina wykonana na podstawie
P2.

Pomimo znaczacych rdznic w liczebnos$ci pacjentow z MG zakwalifikowanych do grupy
z postacig uogélniong 1 oczng, uwage zwracajg istotne roznice w profilach stezeniowych
dotyczace dwoch aminokwasow: ABA (p = 0,025) i AAA (p = 0,024) w analizowanych
grupach.
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Przeprowadzone poréwnanie profili aminokwaséw miedzy poszczegdlnymi grupami
w grupie badanej wedlug klasyfikacji MGFA (ang. Gravis Foundation of America) wskazato
na niewielkie rdznice w ste¢zeniach aminokwas6w miedzy tymi grupami, lecz analiza post hoc
nie ujawnita rdznic istotnych statystycznie. Klasyfikacja kliniczna opracowana przez MGFA
dzieli miasteni¢ na gtowne kategorie 1 roznorodne podkategorie, co pozwala na wyodrebnienie
podgrup pacjentdw z réoznymi cechami klinicznymi lub stopniem zaawansowania choroby, cO
wspomaga przewidywac¢ m.in. rokowanie czy odpowiedz na leczenie.

W badaniu P2 podjeto probe zidentyfikowania aminokwaséw reagujacych na terapie,
ktore moglyby pehic role biomarkerow efektywnosci leczenia lub skutkow ubocznych. Analiza
post hoc ujawnita réznice w poziomach ARG migdzy pacjentami stosujacymi wylacznie
pirydostygming (mestinon, M) a tymi, ktorzy otrzymywali terapi¢ sklasyfikowang jako ,,Inne”,
zawierajacg mestinon, steroidy i inne leki, takie jak azatiopryna czy cyklofosfamid. Uzyskane
wyniki ujawnity takze roznice migdzy leczeniem mestinonem ze steroidami (M + S) a terapiami
obejmujacymi dodatkowe leki immunosupresyjne dotyczace aminokwasu ASN (p = 0,044)
(Ryc. 4).
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Ryc. 4. Stezenia aminokwasOw u pacjentoéw z miastenig wedtug schematu leczenia. Na osi
x przedstawiono 3 kategorie: ,M”, ,M + S”, ,Inne”. ,M” oznacza leczenie mestinonem,
»-M + S” oznacza leczenie mestinonem + sterydem, a ,,Inne” to leczenie sktadajace si¢
z mestinonu, sterydu i innych lekow, takich jak azatiopryna, mykofenolan mofetylu,

cyklofosfamid, metotreksat. Rycina wykonana na podstawie P2.

W badaniu nie wykryto roznic w poziomach AA w kontekscie danych klinicznych, takich jak
obecno$¢ lub brak grasicy, przeprowadzenie tymektomii, wystgpowanie grasiczaka czy
obecnos$¢ przeciwciat przeciwko receptorom AchR.

W poréwnawcze] analizie metabolomicznej bardzo wazne jest uwzglednienie zardwno
grupy pacjentow i grupy kontrolnej osob zdrowych, jak i poréwnanie profili metabolicznych
pacjentdw z tej samej grupy chordb. Taki sposéb analizy umozliwia identyfikacje bardziej
specyficznych zmian towarzyszacych okreslonym jednostkom chorobowym. Dlatego celem
kolejnego badania opisanego w pracy P3, bedacej elementem osiggniecia habilitacyjnego, byto
wykorzystanie przeze mnie HPLC-MS/MS w potaczeniu z wielowymiarowg analizg danych do

poréwnania profili metabolicznych aminokwaséw u pacjentow ze zdiagnozowanym
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stwardnieniem rozsianym (SM) oraz miastenig gravis (MG) w celu identyfikacji mozliwych
specyficznych zmian profili aminokwasow.

Mechanizmy autoimmunologiczne sg zwigzane zarowno z rozwojem MG, jak i SM.
Choroby te charakteryzujg si¢ stanem zapalnym oraz deregulacja uktadu immunologicznego.
Mimo réznic w patologiach SM 1 MG, mozna dostrzec pewne podobienstwa immunologiczne.
Uwaza si¢, ze zar6wno rozwoj SM, jak i MG w znacznym stopniu zalezg od limfocytow T [41].
Chociaz glowng przyczyna rozwoju MG s3 autoprzeciwciala przeciwko receptorom
acetylocholiny w ztgczu nerwowo-migsniowym, mechanizm odpowiedzi autoimmunologiczne;j
moze by¢ inicjowany przez aktywacje limfocytow T. Alternatywnie, chociaz w stwardnieniu
rozsianym posredniczg gtownie limfocyty T, istnieja dowody na to, ze komorki B 1 przeciwciala
autoreaktywne rowniez odgrywaja role w patogenezie stwardnienia rozsianego [42]. Mimo Ze
SM 1 MG s3 réznymi chorobami autoimmunologicznymi, ich wspdlne wystgpowanie jest
obserwowane. Dodatkowo, naktadanie si¢ niektorych objawow, zwlaszcza opuszkowych
i ocznych, w ktérych MG i SM moga si¢ nawzajem nasladowaé, moze prowadzi¢ do
niedoszacowania czestosci ich wspotwystepowania [42]. W szczegolnosci dwa wcezesne
objawy choroby — zmgczenie i podwojne widzenie — wymagaja ostrozno$ci przy
diagnozowaniu choroby podstawowej. Jest to szczegdlnie istotne w konteks$cie wczesnych
objawoéw SM, gdy moze wystepowac brak lub tylko pojedyncza zmiana demielinizacyjna
w mozgu 1/lub rdzeniu krggowym, a takze istniejace przeciwwskazania do wykonania naktucia
ledzwiowego. Dodatkowo, wraz ze wzrostem czgsto$ci wystgpowania pézno ujawniajacej si¢
MG, u pacjentow moga pojawiaé si¢ ogniska uszkodzen naczyniowych w osrodkowym
uktadzie nerwowym, ktére mogg by¢ trudne do odrdznienia od zmian demielinizacyjnych.
W takich sytuacjach pacjenci sg szczegolnie narazeni na btedng diagnoze, a posiadanie markera
obwodowego, ktory pozwala odr6zni¢ MG od SM, moze stanowi¢ istotne wsparcie dla lekarzy
[43].

Zainteresowanie aminokwasami w SM podobnie jak w MG wynika z ich roli w procesie
autoimmunologicznym. AA s3 wazne dla funkcjonowania limfocytow T, a ich zaburzony
metabolizm moze by¢ zwigzany z procesem autoimmunizacji [44-46]. Dostepne dane
literaturowe wskazuja, ze obserwowane nieprawidtowosci w szlakach metabolicznych AA
moga by¢ zwigzane z rdznymi aspektami klinicznymi (tj. etiologia, patogeneza, diagnostyka,
rokowaniem i leczeniem) zarowno stwardnienia rozsianego [47—49], jak i miastenii [50].

W badaniu opisanym w publikacji P3 porownujac profile aminokwasowe pacjentow
z chorobami neurologicznymi o podtozu autoimmunologicznym (MG, MS) z grupg kontrolna,

zaobserwowatem statystycznie istotne roznice w stezeniach aminokwasow, takich jak ARG,
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CIT, IMHIS, ABA, PRO oraz TRP. Sposrdd nich cztery aminokwasy: ARG, PRO, TRP oraz
CIT zachowaly istotno$¢ po zastosowaniu korekty Bonferroniego dla wielokrotnych testow.
Sposréd zidentyfikowanych AA arginina i tryptofan wydaja si¢ szczeg6lnie interesujace ze
wzgledu na ich udzial w regulacji odpowiedzi immunologicznej [51]. Arginina, uczestniczac
w syntezie zwigzkow niebiatkowych, takich jak tlenek azotu lub poliaminy, odgrywa wazng
role w rozszerzeniu naczyn krwiono$nych, uwalnianiu wapnia, neurotransmisji i odpowiedzi
immunologicznej. Wyniki badan wskazuja na wazng role procesow zaleznych od NO zar6wno
w chorobach autoimmunologicznych, jak i przewlektym zapaleniu. Zwigkszenie ilosci NO
W organizmie wigze si¢ z zaostrzeniem stanu zapalnego. Katabolizm ARG zachodzi poprzez
wiele $ciezek, w tym degradacje przez iNOS do tlenku azotu (NO) i CIT, a takze degradacje¢ za
posrednictwem arginazy w celu wytworzenia PRO, mocznika, ornityny i poliamin. Dlatego
stwierdzone wyzsze stezenia ARG 1 PRO w surowicy przy nizszym st¢zeniu CIT moga
wskazywa¢ na przesunigcie metabolizmu ARG w kierunku zmniejszonej degradacji przez
INOS [52].

Poréwnujac stezenia aminokwasow u pacjentow z SM 1 MG, zidentyfikowatem trzy
aminokwasy (CIT, GABA i1 AAA), ktérych stezenia rdéznicowaly badane grupy po
zastosowaniu korekty Bonferroniego. Wyzsze st¢zenia tych aminokwasoéw zaobserwowatem
w grupie pacjentow z miastenig. Wiedza na temat funkcji kwasu a-aminoadypinowego (AAA),
ktory réznicuje grupy pacjentow z SM 1 MG, oraz potencjalnych mechanizmoéw taczacych
AAA z procesami chorobowymi, jest ograniczona. AAA powstaje w wyniku rozpadu lizyny
1 jest metabolizowany gtownie w mitochondriach. Strukturalnie przypomina glutaminian,
a badania na modelach zwierzecych wykazaty, ze zmniejsza wychwyt glutaminianu. AAA
indukuje produkcje reaktywnych form tlenu 1 azotu, peroksydacj¢ lipidow oraz utlenianie
biatek, oslabiajac obrone antyoksydacyjng. Zaburzenia neurotransmisji glutaminergicznej
1 homeostazy redoks zwigzane z AAA mogg wptywac¢ na objawy neurologiczne, obserwowane
w kwasicy o-ketoadypinowej [53]. Wyniki badania opisane w publikacji P3 wskazujg rowniez
na obnizone stezenie CIT u pacjentow z SM w porownaniu do pacjentow z MG. Badania
Rzepinskiego i wsp. potwierdzity nizszy poziom CIT u pacjentow z SM w poréwnaniu z grupa
kontrolna, co moze by¢ zwiagzane z zaburzeniami metabolizmu Arg [48]. Obnizony poziom Arg
u pacjentow z SM w poréwnaniu do MG moze potwierdza¢ t¢ hipoteze. Warto réwniez
zauwazyC¢, ze demielinizacja w stwardnieniu rozsianym moze prowadzi¢ do zwigkszonego
uwalniania CIT z mozgu do krwiobiegu [54]. Innym aminokwasem, ktory umozliwit
statystycznie istotne zroéznicowanie grupy pacjentow z SM od MG, jest kwas gamma-

aminomastowy (GABA). Wyniki badania P3 wskazuja na wyzsze stezenia GABA u pacjentow
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z MG w porownaniu do pacjentow z SM. GABA peni role gldéwnego neuroprzekaznika
hamujacego w o$rodkowym ukladzie nerwowym, bezposrednio odpowiadajac za regulacje
napi¢cia migsniowego. Ponadto, GABA dziata jako modulator uktadu odpornosciowego [55].
Obnizony poziom GABA w plynie mdézgowo-rdzeniowym pacjentow z SM w poréwnaniu
z grupg kontrolng zdrowych 0sob zostat rowniez potwierdzony w innych badaniach [49,56].
W celu poroéwnania jednorodnych grup pod katem zaawansowania choroby SM w kolejnym
etapie badania P3 pacjentow podzielitem na trzy gtowne typy zdefiniowane na podstawie
stopnia zaawansowania choroby (RRMS - rzutowo-remisyjne stwardnienie rozsiane; SPMS -
wtornie postepujace stwardnienie rozsiane; PPMS - pierwotnie postepujace stwardnienie
rozsiane). Badaniem objatem rowniez pacjentow z uogolniong postacig miastenii (GMG).
Nastepnie ocenitem, czy wystepuja roznice w ogolnych stezeniach AA w zaleznosci od podtypu
SM 1 MG. Analiza post hoc ujawnila istotne réznice stezen AA pomiedzy:
I.  PPMS (n=26) i RRMS (n=41) (p=0,008)
Il.  PPMS (n=26) i GMG (n=25) (p=0,03)
I1l.  RRMS (n=41) i GMG (n=25) (p=0,00001)
IV.  SPMS (n=55) i GMG (n=25) (p=0,0008)

Szczegolnie interesujgce pod katem klinicznym jest porOwnanie pacjentow W grupie
GMG z grupg RRMS. Zazwyczaj SM zaczyna si¢ od poczatkowego rzutowo-remisyjnego
etapu. RRMS 1 MG maja wiele podobienstw, w tym rzutowy przebieg z szerokim zakresem
objawow klinicznych, predyspozycje genetyczne i1 korzystna odpowiedZ na przeciwciala
monoklonalne lub inne formy terapii immunosupresyjnych. Co godne uwagi, potencjalny
przebieg Kliniczny, charakteryzujacy si¢ spontaniczng lub wywotang steroidami regresja
deficytow neurologicznych, moze komplikowaé wstepna diagnostyke réznicowa obu chorob.
Dlatego tez identyfikacja biomarkera, ktéry moze réznicowaé te schorzenia, bytaby wysoce
korzystna. Do aminokwasow istotnie statystycznie roznicujacych obie grupy zakwalifikowano
IMHIS, 3MHIS, HYP, AAA 1 PHE. Po korekcie Bonferroniego (skorygowana warto$¢
p = 0,0017) 3MHIS speliala reguty istotno$ci statystycznej wykazujac wyzsze st¢zenia
w grupie pacjentow z MG (p=0,00015). Wczesniejsze badania bedace elementem osiggniecia
habilitacyjnego opisanego w publikacji P2, potwierdzity wyzsze stezenie 3MHIS u pacjentow
z MG w porownaniu z grupa kontrolng, co moze by¢ zwigzane np. z rozpadem biatek
miofibrylarnych [38].

Mozna oceni¢, ze wspdlna patogeneza MS 1 MG zwigzana z podlozem

autoimmunologicznym, zaangazowaniem limfocytéw T i B oraz naktadaniem si¢ wybranych
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objawow klinicznych moze w pewnych sytuacjach klinicznych powodowaé trudnosci
w diagnostyce roznicowej obu chorob. Jednoczesnie identyfikacja zmian w metabolizmie AA
w SM i MG pozwala okresli¢, ktore z nich sa bardziej prawdopodobnie zwigzane z chorobami
autoimmunologicznymi ztacza nerwowo-migsniowego, a ktore z osrodkowym ukladem
nerwowym. Wykazane rdéznice w poziomach AA moga wynika¢ z ich udzialu w odpowiedzi
immunologicznej, procesach neurodegeneracyjnych oraz zmianach w budowie bialek
mie$niowych. Przyjety kierunek badan wykorzystania profilowania aminokwaséw w MG
pozwolit na obserwacje istotnych zmian w oznaczanych zwigzkach. Proponowane podejscie
wymaga dalszych prac, uwzgledniajac wigksza grupe badawcza oraz ograniczajagc mozliwe
czynniki zakldcajace, w celu skorelowania wynikow poprzednich badan z mozliwymi innymi
autoimmunologicznymi chorobami neurologicznymi.

Dwa kolejne opracowania, stanowigce cze¢$¢ osiagnigcia habilitacyjnego, koncentruja
si¢ na zastosowaniu narzedzi metabolomicznych w diagnostyce onkologicznej, w tym
w diagnozowaniu nowotworow pecherza moczowego (P4) oraz nowotworow osrodkowego
uktadu nerwowego (P5).

Przeprowadzone w ramach osiaggnigcia habilitacyjnego badania opublikowane w pracy
P4 mialy na celu ocen¢ mozliwosci wykorzystania zwiazkow pterynowych w diagnostyce
nowotworow pecherza moczowego ze szczegdlnym uwzglednieniem roli kreatyniny 1 cigzaru
wlasciwego moczu jako czynnikow normalizujacych stezenie zwigzkoéw pterynowych
w moczu. Ocena mozliwosci wykorzystania zwigzkéw pterynowych w diagnostyce
nowotworow uktadu moczowo-plciowego byta przedmiotem moich wcze$niejszych badan
opisanych w rozprawie doktorskiej. Przedstawione wyniki badan w publikacji P4 dotycza
kontynuacji tych badan i skupiaja si¢ na ocenie roli standaryzacji danych stezeniowych.

Materiatem biologicznym wykorzystywanym do oznaczania biomarkerow, w tym
zwigzkow pterynowych, jest zazwyczaj krew lub mocz. Ze wzgledu na nieinwazyjny charakter
pobierania 1 mozliwos¢ uzyskania duzej ilo§ci materiatu, mocz wydaje si¢ by¢ lepszym
materiatem w diagnostyce przesiewowej. Potencjalnym ograniczeniem w stosowaniu
biomarkeréw izolowanych z moczu jest konieczno$¢ uwzglednienia zaleznosci migdzy ich
stezeniem a poziomem nawodnienia pacjenta oraz czasem od ostatniego oddania moczu
[57,58]. Kreatynina, ktora jest produktem ubocznym metabolizmu mig$ni, jest stale usuwana
z krwi przez nerki, co stato si¢ podstawg jej wykorzystania jako miary rozciefczenia moczu.
Zmiany stezenia kreatyniny, a tym samym jej wydalania, sg jednak zwigzane ze zmiennymi,
takimi jak wiek, rasa, ple¢ [59,60], aktywno$¢ fizyczna, masa mig¢sniowa [61], dieta [62],

procesy fizjologiczne w tym cykle menstruacyjne [63] i stany patologiczne [64,65]. Obserwacje
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te podwazaja uniwersalno$¢ kreatyniny jako czynnika normalizujgcego stezenie analitow
oznaczanych w moczu. Drugim wykorzystywanym parametrem normalizujagcym stezenie
analitbw w moczu jest ci¢zar wlasciwy moczu (ang. urine specific gravity, USG), stosowany
jako alternatywny dla kreatyniny czynnik rozcienczania moczu [66,67]. Chociaz USG podlega
podobnym zmianom jak kreatynina [68], korzys$ci z jego stosowania wynikajg glownie
z tatwos$ci wykorzystania za pomoca rutynowych badan moczu. Ponadto USG moze wytrzymaé
wiele cykli zamrazania/rozmrazania i dlugoterminowe przechowywanie w temperaturze -20°C
lub nizszej [69]. W analizie badan naukowych pojawiaja si¢ pytania. dotyczace wyboru
optymalnych parametrow referencyjnych (st¢zenie kreatyniny Vvs. cigzar wlasciwy moczu)
W procesie normalizacji stezen substancji badanych w moczu.

Pteryny stanowig ztozong grupg zwigzkow biologicznych, ktére maja charakterystyczng
strukture pierScieniowg. Naleza do rodziny heterocyklicznych zwiazkow azotowych ze
strukturg 2-amino-4-hydroksypterydyny. Rozne pochodne zwigzkéw pterynowych zostaty
wyizolowane z niemal wszystkich rodzajow organizméw zywych. W naturze pteryny
wystepuja w dwoch gltdéwnych klasach: tak zwane sprzgzone pteryny, ktore charakteryzuja sie
stosunkowo ztozonymi tancuchami (kwas foliowy i pochodne) oraz niesprz¢zone posiadajace
krotkie tancuchy boczne. Oprocz neopteryny (NP) lub tetrahydrobiobteryny (BH4), ktore
zostaly uznana za najwazniejsze niesprz¢zone pteryny, istniejg inne wazne pteryny, ktore
zostalty wyprowadzone ze szlaku metabolizmu BH4. Do zwigzkow tych zalicza si¢
ksantopteryne, izoksantopteryne, 6,7-dimetylopteryne, 6-biopteryne, pteryne,
6-hydroksymetylopteryng i kwas pteryno-6-karboksylowy [70]. Dostepne dane literaturowe
wskazuja na mozliwo$¢ wykorzystania zwigzkow pterynowych w diagnostyce onkologicznej.
Jednak pomimo wielu obiecujacych wynikéw badan, kliniczna uzyteczno$¢ zwigzkow
pterynowych jest nadal przedmiotem dyskusji [71]. Do tej pory nie zidentyfikowano
jednoznacznych przyczyn zwigkszonego stezenia zwigzkéw pterynowych u pacjentow
onkologicznych.

W pracy P4 uwzglednilem dwie metody standaryzacji stezania zwigzkow pterynowych
W mMOCzu:

I.  standaryzacja z wykorzystaniem kreatyniny,

Il.  standaryzacja z wykorzystaniem ci¢zaru wtasciwego moczu.
Poréwnanie danych stezeniowych uzyskanych zgodnie z powyzszymi metodami standaryzacji
wykazalo, ze wyliczone st¢zenie zwigzkow pterynowych osiggaja wyzsze wartosci
w przypadku wykorzystania ci¢zaru wlasciwego. Istotne statystycznie réznice w poziomach

wybranych zwigzkoéw pterynowych (kwasu pterynowego (p = 0,038), neopteryny (p = 0,019)
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i biopteryny (p = 0,044)) pomiedzy kobietami i m¢zczyznami W obrebie grupy badanej i grupy
kontrolnej zostaly zidentyfikowane jedynie w grupie kontrolnej, gdy do normalizacji
wykorzystano kreatyning.

Badanie poréwnawcze poziomoéw zwigzkow pterynowych miedzy grupa z nowotworem
pecherza moczowego a grupg kontrolng, zaréwno bez rozrdznienia pitci, jak i z uwzglednieniem
podzialu na ple¢ (jak przedstawiono na ryc. 5), ujawnito znacznie wyzsze poziomy

izoksantopteryny wsrod pacjentow z nowotworem, przy zastosowaniu kreatyniny.

soxanthoplerin [ubimi creatinine]

-0.1
bladder cancer control

Esex: male

BEsex: female

— Me

H Q1-Q3

T mon-standing range

Ryc. 5. Poréwnanie st¢zenia izoksantopteryny pomiedzy pacjentami z nowotworem
pecherza moczowego a grupg kontrolng standaryzowanych wzgledem kreatyniny. Rycina

wykonana na podstawie P4.
Jednoczesnie zaobserwowatem wigcej istotnych statystycznie rdznic w poziomach zwigzkoéw

pterynowych, gdy ich steZenia byly znormalizowane wzgledem ci¢zaru wlasciwego moczu

(Tabela 2).
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Tabela 2. Zwigzki pterynowe wykazujgce istotne statystycznie roznice miedzy grupa
pacjentéw z nowotworem pgcherza moczowego i grupg kontrolng w przypadku zmiennych
standaryzowanych wzgledem ci¢zaru wlasciwego moczu. Tabela wykonany na podstawie
P4.

. Kobiet Mezczyzni

Zwigzek Wartoéc’yp Wflrto)s'lc' p
Izoksantopteryna 0,018 0,562
Ksantopteryna 0,066 0,003
Neopteryna 0,030 0,117
Kwas pterynowy 0,043 0,001
Pteryna 0,038 0,030

Zastosowanie wielowymiarowych metod statystycznych (analiza gtownych sktadowych
PCA, drzewa klasyfikacyjne) umozliwito analize struktury potaczen i wspotzaleznosci migdzy
zmiennymi poprzez redukcj¢ i uproszczenie struktury danych. W ramach analizy PCA,
w pierwszym etapie wykorzystano dane stezeniowe zwiazkow pterynowych przeliczane na
kreatyning, w drugim etapie dane st¢zeniowe uzyskane z wykorzystaniem cig¢zaru wtasciwego,
a W trzecim zestawiono oba typy danych. Uzyskane wyniki nie wykazaly wyraznych skupisk
przypadkow pozwalajacych na szersza interpretacje danych. Zastosowanie drzew decyzyjnych
umozliwilo modelom klasyfikacyjnym ocen¢ ryzyka wystgpienia nowotworu pecherza
moczowego na podstawie dostepnych danych. W ocenie efektywnosci modelu wykorzystano
miary takie jak czulo$¢ (SEN), swoistos¢ (SPE), wartosci predykcyjne (PPV, NPV), a takze
wspotczynniki wiarygodno$ci (LRPLUS, LRMINUS) oraz miar¢ doktadnosci (Acc). Model,
ktory bazowal na zintegrowanych danych obejmujacych dane st¢zeniowe zwigzkow
pterynowych przeliczanych zar6wno na stezenie kreatyniny jaki na cigzar wlasciwy moczu
charakteryzowat si¢ wysokimi warto$§ciami SEN, oraz najwyzszymi parametrami SPE, Acc

i LRpLus (Tabela 3).
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Tabela 3. Porownanie parametréow klasyfikacyjnych modelu bazujacego na drzewie

decyzyjnym. Tabela wykonany na podstawie P4.

Model wykorzystujacy cigzar MOde'. Potaczone

whieivy mocz | koS | g

SEN 0.806 0.833 0.750
SPE 0.808 0.480 0.875
PPV 0.833 0.606 0.857
NPV 0.778 0.750 0.778
LRpLus 4.194 1.603 6.000
LRminus 0.240 0.347 0.286
Acc 0.807 0.653 0.813

Reasumujgc, w obszarze stosowanych metod normalizacji st¢zenia zwigzkow
pterynowych w moczu takich jak cigzar wlasciwy i stezenie kreatyniny, mozna stwierdzi¢, ze
wybor konkretnego podejscia znaczaco wptywa na wyniki analizy statystycznej. Sposrod
badanych substancji, izoksantopteryna osiaggneta najwyzszg warto$¢ diagnostyczng. Niemniej
jednak, uzycie zintegrowanych danych (normalizowanych w odniesieniu do ci¢zaru
wlasciwego moczu i st¢zenia kreatyniny) przyniosto lepsze rezultaty w klasyfikacji pacjentow.
Wyniki uzyskane z badan opisanych w publikacji P4, moga wplyna¢ na ocene diagnostyczng
zaro6wno zwigzkow pterynowych, jak i innych potencjalnych biomarkerow.

Kolejne, przeprowadzone w ramach osiggnigcia habilitacyjnego badania opisane
w publikacji P5 dotyczyly oceny zmian profili stgzeniowych aminokwaséw w chorobach
nowotworowych OUN. Celem badania byla ocena potencjatu celowanej analizy
metabolomicznej aminokwasoéw z podwdjna kontrolg w diagnostyce pacjentéw z nowotworami
OUN (nowotwory glejowe, oponiaki $rodczaszkowe). Wybdr grup badanych (pacjenci
z glejakiem vs. pacjenci z oponiakiem vs. grupa pacjentow leczonych na chorobe
zwyrodnieniowg stawow kregostupa jako grupa kontrolna) miat na celu uchwycenie mozliwych
ro6znic w profilach stezeniowych aminokwasow w zalezno$ci od rodzaju nowotworu.

Nowotwory glejowe naleza do najczgstszych nowotwordéw osrodkowego uktadu
nerwowego 1 najczestszych pierwotnych nowotworéw ztosliwych. Z praktycznego punktu
widzenia guzy glejowe dzielg si¢ na glejaki niskiego stopnia (ang. Low grade glioma - LGG)
i glejaki wysokiego stopnia (ang. high grade glioma - HGG) [72,73]. LGG diagnozuje si¢
w mtodszej grupie wiekowej 1 rosng powoli, ale zwykle naciekowo. Najczesciej lokalizujg si¢

w platach skroniowych i czolowych. Mediana czasu przezycia od momentu diagnozy wynosi
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siedem lat [74,75]. Z kolei HGG wystepuje znacznie cze$ciej u osob starszych, u ktorych
najczesciej diagnozuje si¢ glejaka wielopostaciowego (ang. Glioblastoma Multiforme — GBM)
(stopien 4 wedlug WHO). GBM to agresywny guz, ktéry ro$nie dynamicznie i prowadzi do
postepujacego spadku sprawnosci neurologicznej. Sredni czas przezycia pacjentow z HGG
wynosi od 16 do 36 miesiecy [73]. Oponiaki srédczaszkowe to zwykle pierwotne nowotwory,
najczgsciej powstajace bez oczywistych przyczyn. Jednak mozliwe czynniki sprzyjajace ich
rozwoju to radioterapia, stan zapalny, uraz wewnatrzczaszkowy i1 zaburzenia hormonalne
[76,77]. Objawy kliniczne guzéw $sroédczaszkowych majg dwojakie podtoze patofizjologiczne.
Po pierwsze, wynikaja ze zwigkszonego cisnienia wewnatrzczaszkowego 1 sg niespecyficzne,
a po drugie, sa zwigzane z lokalizacja zmiany i zalezg od osrodkéw nerwowych i drog zajetych
lub uciskanych przez guz. Najczestszym objawem wszystkich guzoéw $rdédczaszkowych jest
postepujacy deficyt neurologiczny [78,79].

Badania obrazowe jak tomografia komputerowa czy rezonans magnetyczny s3
podstawowa metoda monitorowania przebiegu i leczenia guzéw mozgu, natomiast markery
biochemiczne oznaczane w moczu i ptynach ustrojowych maja dotychczas ograniczone
zastosowanie. Dostgpne badania naukowe wskazuja na mozliwo$é wykorzystania r6znych
zwigzkow jako potencjalnych biomarkerow w nowotworach OUN, takich jak interleukiny
[80,81], rodzina biatek S100 [82,83], biatka reagujace w fazie ostrej, markery stanow zapalnych
[84-87] oraz panele peptydow i biatek [88,89]. Pomimo wielu badan, zaden z biomarkeréw nie
jest gotowy do bezposredniej implementacji klinicznej. Intensywno$¢ prac nad potencjalnymi
biomarkerami nowotworéw os$rodkowego uktadu nerwowego znajduje odzwierciedlenie
w liczbie prac naukowych, ktéorych podsumowanie 1 krytyczng analiz¢ mozna znalezé
w pracach przegladowych [90-92].

W badaniu przedstawionym w publikacji P5 zastosowalem HPLC-MS/MS
w polaczeniu z wielowymiarowych metodami statystycznych w celu identyfikacji zmian
w profilach stezeniowych aminokwasow (Tabela 1), ktore pozwalatyby na rdznicowanie
pacjentow z glejakiem od pacjentéw z oponiakiem. Analiza dotyczyta takze innych chorob,
ktére moga by¢ zwigzane z ogdlnym stanem zapalnym, takich jak zwyrodnieniowa choroba
kregostupa. Wyniki badania P5 ujawnity statystycznie istotne réznice w stezeniach badanych
aminokwasow migdzy analizowanymi grupami (Tabela 4). W grupie pacjentéw z choroba
nowotworowa zaobserwowatem wyzsze st¢zenia aminokwasow w poréwnaniu do grupy
kontrolnej. Wyjatek stanowita cysteina, ktorej poziom byt nizszy u pacjentow onkologicznych

w porownaniu do grupy kontrolnej.
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Tabela 4. Zestawienie aminokwasOw istotnie statystycznie rdznicujacych grupe pacjentow
z glejakiem vs. grupa kontrolna oraz grupg pacjentéw z oponiakiem vs. grupa kontrolna. Tabela

wykonana na podstawie P5.

Pacjenci z glejakiem vs. grupa kontrolna. Pacjenci z oponiakiem vs. grupa
L.p. Aminokwas p kontrolna.

1. SER 0,002245 p. Aminokwas p

2. ARG 0,009292 1. GLN 0,001167
3. CIT 0,000000 2. CIT 0,000028
4. CIT 0,000000 3. GABA 0,000145
5. ASN 0,000939 4. ORN 0,005893
6. GLY 0,017846 5. ASP 0,049001
7. GABA 0,000000 6. THR 0,005100
8. SAR 0,019362 7. MET 0,000003
9. ABA 0,001831 8. LYS 0,000019
10. ORN 0,000012 9. AAA 0,007040
11. ASP 0,000214 10. PHE 0,007552
12. THR 0,000032 11. C-C 0,000000
13. MET 0,000190 12. TYR 0,000349
14. LYS 0,000000

15. HIS 0,000011

16. AAA 0,000021

17. LEU 0,036077

18. PHE 0,000001

19. ILE 0,000728

20. C-C 0,000037

21. TYR 0,000007

Gdy analizowane grupy podzielitem wedtug pici, sposréd aminokwasow, ktore wykazaty
istotne statystycznie roznice, lizyna, histydyna, kwas a-aminoadypinowy oraz fenyloalanina
pozwalaly na roznicowanie pacjentdéw z glejakiem od grupy kontrolnej w obu piciach.
W przypadku pacjentéw z oponiakiem i grupa kontrolng réznice migedzy ptciami byty widoczne
tylko w przypadku lizyny. Stworzenie modelu klasyfikacyjnego na podstawie aminokwasow,
dla ktorych zidentyfikowano istotne statystycznie réznice migdzy grupa badang a grupa
kontrolng, zarowno wsrdd kobiet jak 1 me¢zczyzn, pozwolito na klasyfikacje pacjentow jako
zdrowych lub chorych na glejaka. Warto$ci odcigcia, doktadnosci, czutosci i specyficznos$ci
testowanych aminokwasow W modelu uzyskane za pomoca krzywej ROC podsumowatem

w Tabeli 5. Najwyzsze wartosci w modelu klasyfikacyjnym wykazywata lizyna.
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Tabela 5. Parametry klasyfikacyjne modelu bazujgcego na ROC.

Zwiazek Wartos¢ odciecia| Dokladnos¢ | Czulo$¢ | Specyficznosé
(nmol/mL) (%) (%) (%)
Lys 230.00 77.7 63.0 91.8
HIS 103.00 73.7 60.0 89.8
AAA 1.09 73.2 50.0 91.8
PHE 101.00 79.5 66.7 95.9

Wykorzystanie drzew klasyfikacyjnych pozwolito na zbudowanie modelu
pozwalajgcego na klasyfikacje pacjentdéw do grupy badanej (pacjenci z glejakiem) 1 grupy
kontrolnej (osoby zdrowe). Wykres istotnosci zmiennych modelu w algorytmie decyzyjnym
wskazuje przede wszystkim na st¢zenie cysteiny, cytruliny i glutaminy jako aminokwasy, ktore
pozwalaja na lepsza klasyfikacj¢ pacjentow (ryc. 6). Co wazne, wykorzystanie modelu opartego
na powyzszych parametrach dawalo znacznie wigksza szanse na prawidtowe zdiagnozowanie

osoby z glejakiem niz zdiagnozowanie tego samego nowotworu u 0soby w grupie kontrolnej
(ryc. 7).
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Ryc. 6. Wykres waznosci zmiennych modelu oparty na danych zagregowanych. Rycina

wykonana na podstawie P5.

33



Ryc. 7. Macierz klasyfikacji pacjentow wykonana przez model oparty na zagregowanych
danych. Zielony - pacjenci z glejakiem prawidlowo sklasyfikowani. Czerwony - grupa
kontrolna sklasyfikowana jako zdrowa. Rycina wykonana na podstawie P5.

Wyniki przeprowadzonych badan opublikowane w pracy P5 wskazuja, ze aminokwasy
takie jak lizyna, kwas a-aminoadypinowy, histydyna oraz fenyloalanina moga odgrywac istotng
role w podejmowaniu decyzji diagnostycznych w przypadku pacjentéw z nowotworem OUN
(glejak, oponiak). Podwyzszone poziomy lizyny i histydyny w grupie pacjentow z glejakiem
zostaly potwierdzone w innych badaniach przeprowadzonych przez Toklu i wsp., ktorzy
zaobserwowali wysokie stezenia tych aminokwasdéw u 0séb z glejakiem wysokiego stopnia.
W tym samym badaniu w przeciwienstwie do wynikéw opisanych w pracy P5, nie
zaobserwowano znaczacych roéznic w stezeniu kwasu a-aminoadypinowego, ktory jest mato
zbadanym produktem rozktadu lizyny [93]. Z kolei Moren i wsp. wykazali, ze poziom lizyny
u pacjentow z glejakiem maleje podczas leczenia radioterapig [94]. Wyniki badania P5
wskazuja na réznice w profilach stezeniowych fenyloalaniny migdzy pacjentami z glejakiem
oraz oponiakiem. Poziomy tego aminokwasu pozwalaja takze na roznicowanie pacjentow
z glejakiem od grupy kontrolnej, z uwzglednieniem podziatu na pte¢ oraz wykazuja najwyzsze
wartosci parametréw klasyfikacyjnych modelu diagnostycznego. Podwyzszone stezenie
fenyloalaniny w stosunku do grupy kontrolnej zauwazono réwniez w innych chorobach

nowotworowych, w tym w nowotworach gtowy i szyi [95] oraz watroby [96]. W badaniu Xiong
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i wsp., ktorego celem byta analiza metabolitoéw produkowanych oraz wykorzystywanych przez
komorki glejaka, zidentyfikowano fenyloalaning jako jeden z metabolitow, intensywnie
wykorzystywanych przez komorki nowotworowe [97]. Przyczyny podwyzszonego poziomu
fenyloalaniny w nowotworach mogg by¢ powigzane z procesami zapalnymi, aktywacjg uktadu
odporno$ciowego oraz wzrostem poziomu markerow aktywacji immunologicznej [98,99].

Podsumowujac wyniki badan przedstawione w pracy P5, bedacej czescig osiagnigcia
habilitacyjnego, mozna stwierdzi¢, ze procesy nowotworowe OUN wplywaja na profil
stezeniowy aminokwasoéw, co moze by¢ wykorzystane w modelowaniu algorytmu
diagnostycznego. Nalezy jednak zwroci¢ uwage na wieloczynnikowy i ztozony charakter tych
chorob, co sktania do prowadzenia przeze mnie dalszych badan, ktore pozwola ustali¢, czy
profil aminokwaséw w przypadku oponiakow i glejakow jest unikalny dla tych jednostek
chorobowych.

4.1.5. Podsumowanie cyklu prac wchodzacych w sklad osiggniccia
habilitacyjnego

Proces naukowy jest ztozony i wymaga réznorodnych narzedzi, co jest kluczowe dla
formutowania trafnych hipotez i odnajdywania odpowiedzi na pytania badawcze. Badania
podstawowe dostarczajg fundamentalnej wiedzy, ktora jest niezbedna dla zrozumienia wielu
aspektow nauki. Badania te, koncentrujac si¢ na poszerzaniu wiedzy teoretycznej, stanowia
réwniez fundament dla badan aplikacyjnych, umozliwiajac wdrazanie opracowanych
rozwigzan i rozwijanie narzedzi diagnostycznych uzytecznych w praktyce klinicznej. Badania
podstawowe, w tym celowana analiza metabolomiczna, poprzez dostarczenie nowej wiedzy na
podstawie analiz profilu metabolicznego pozwala na lepsze zrozumienie mechanizméw chordb
co moze przetozy¢ si¢ ma wdrazanie konkretnych procedur diagnostycznych.

W tym kontek$cie badania stanowigce przedtozony cykl prac stanowigcych osiggnigcie
habilitacyjne, przyczyniajg si¢ do rozwoju wiedzy w zakresie wykorzystaniu celowanej analizy
metabolicznej w poszukiwaniu nowych schematéw diagnostycznych. Z przeprowadzonych
badan mozna wyciagna¢ kilka istotnych wnioskéw. Po pierwsze, profilowanie aminokwasow
moze mie¢ znaczacy potencjat w kontekScie diagnostyki 1 monitorowania chordb
neurologicznych o podtozu autoimmunologicznym, takich jak miastenia gravis oraz
stwardnienie rozsiane, co jest szczegélnie istotne z punktu widzenia wczesnej interwencji
terapeutycznej. Dodatkowo, uzyskane wyniki sugeruja, ze aminokwasy moga odgrywac istotng

role w chorobach nowotworowych OUN (glejak, oponiak), co moze mie¢ potencjalne
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zastosowanie w diagnostyce tych choréb. Ponadto zwigzki pterynowe wykazuja obiecujacy

potencjat jako biomarkery w diagnozowaniu nowotworu pg¢cherza moczowego, co moze

otworzy¢ nowe $ciezki we wezesnym wykrywaniu tego typu nowotworow. Wreszcie, istotne

jest, aby zwroci¢ szczegdlng uwage na metody normalizacji st¢zen analitow w moczu. Moze to

mie¢ szerokie zastosowanie w diagnostyce, poprawiajac doktadnos$¢ i wiarygodnos¢ wynikow.

W kontekscie catosci badan, takie podejscie moze znaczaco wplynagé na rozwdj bardziej

precyzyjnych metod diagnostycznych w r6znych dziedzinach medycyny.

10.
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4.2. Dodatkowe osiggnigcie naukowe:

,,Celowana analiza metaboliczna profili aminokwasow jako potencjalna metoda
diagnostyki 1 monitorowania proceséw chorobowych”

W ramach dodatkowego osiggniecia naukowego zostaly uwzglednione wyniki badan
obejmujace celowang analiz¢ metabolomiczng profili aminokwaséw u pacjentow z:
I.  zaburzeniami neurodegeneracyjnymi (osoby z tagodnymi zaburzeniami
poznawczymi, pacjenci z fagodng i umiarkowang demencja);
Il.  stwardnieniem rozsianym.
Uzyskane wyniki pozwolity na identyfikacje¢ istotnych réznic w zmianach metabolomiczych,

co moze by¢ wykorzystane w projektowaniu algorytmu diagnostycznego i/lub terapeutycznego.

I.  Zaburzenia neurodegeneracyjne (osoby z lagodnymi zaburzeniami

poznawczymi, pacjenci z lagodng i umiarkowang demencja)

Zaburzenia neurodegeneracyjne, takie jak demencja, sa kluczowym globalnym
wyzwaniem w zdrowiu publicznym, a wiek jest gtownym czynnikiem ryzyka ich rozwoju.
Zmiany demograficzne prowadza do wzrostu liczby przypadkéw w starzejacych sig
populacjach. Aktualne metody diagnostyczne maja liczne ograniczenia: analiza biomarkerow
w plynie moézgowo-rdzeniowym jest inwazyjna, a techniki neuroobrazowania sg kosztowne
i rzadko dostgpne. To zwigksza zainteresowanie poszukiwaniem nowych, obwodowych
biomarkeréw demenc;ji.

Celem niniejszego badania przeprowadzonego we wspotpracy z Katedrg Geriatrii CM
UMK bylo ustalenie czy profil aminokwaséw zmienia si¢ wraz z postgpem zaburzen
neurodegeneracyjnych (od os6b zdrowych, przez tagodne zaburzenia funkcji poznawczych,
tagodna demencjg, po umiarkowang demencj¢) oraz zidentyfikowanie mozliwych biomarkerow
na roznych etapach procesu chorobowego. W ramach prowadzonych badan opracowatem
procedure przygotowania i przechowywania materialu do analiz, zoptymalizowalem
i zwalidowalem metode badawcza oraz uczestniczylem w konsultacjach i korekcie
manuskryptow.

Badanie objeto 123 uczestnikow podzielonych na cztery grupy: grupa kontrolna osob
zdrowych, osoby z fagodnymi zaburzeniami poznawczymi, pacjenci z tagodng i umiarkowang
demencja. Poziom szesnastu aminokwasoéw w surowicy oceniono przy uzyciu HPLC z detekcja

fluorescencyjna.
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Otrzymane wyniki dowodza, ze zachodzi korelacja pomigdzy stanem biologicznym
pacjenta, a jego statusem metabolomicznym. W ramach prowadzonych badan wykazano, ze
poziomy kilku aminokwaséw w surowicy zmieniajg si¢ istotnie u pacjentéw w poszczego6lnych
stadiach zaawansowania zaburzen funkcji poznawczych. W szczegolnosci, zaobserwowano
roznice w stezeniach argininy, seryny oraz izoleucyny pomig¢dzy grupami pacjentdéw na
kolejnych stadiach zaawansowania demencji. Wszystkie wymienione aminokwasy byly istotnie
wyzsze u pacjentow z demencja w poroéwnaniu do oséb zdrowych. Zauwazone zmiany sugeruja
zmiany metabolizmu aminokwasdéw wraz z postgpem demencji, co moze pomoc w zrozumieniu
jej biochemicznych aspektow. Szczegdtowe omoOwienie projektu obejmujacego profilowanie
aminokwasdw w surowicy pacjentow geriatrycznych ze zdiagnozowanymi zespotami
otepiennymi w poroéwnaniu do osob starszych bez zaburzen funkcji poznawczych zostato

zawarte w trzech publikacjach naukowych, ktorych jestem wspotautorem:

1. “Amino acid profiling as a method of discovering biomarkers for diagnosis of
neurodegenerative diseases” Socha, E., Koba, M., Koslinski, P. Amino Acids 51, 367—
371 (2019).

2. “Amino Acid Levels as Potential Biomarker of Elderly Patients with Dementia” Socha
E.; Koslinski P.; Koba M.; Madra-Gackowska K.; Kedziora-Kornatowska K.;
Gackowski M.; Daghir-Wojtkowiak, E. Brain Sci. 2020, 10, 914.

3. “Serum amino acid profiles in patients with mild cognitive impairment and in patients
with mild dementia or moderate dementia” Socha E., Koslinski P., Koba M. Madra-
Gackowska K.; Kedziora-Kornatowska K.; Gackowski M.; Daghir-Wojtkowiak, E.
Amino Acids 53, 97-109, 2021.

Il. Stwardnienie rozsiane.

Celem badania byla analiza poréwnawcza profili aminokwaséw pacjentow ze
stwardnieniem rozsianym oraz grupa kontrolng. W ramach przeprowadzonego badania
wspotpracowatem w zakresie opracowania metodyki badawczej, wykonatem oznaczenia profili
aminokwasow metodg HPLC-MS/MS oraz wspotpracowatem w zakresie analizy danych
i redakcji manuskryptu.

W badaniu oceniono profil 29 aminokwasow w surowicy krwi u 121 pacjentow z
réznymi wariantami stwardnienia rozsianego (RRMS - 41, SPMS - 55, PPMS - 25) oraz u 53

0s0b z grupy kontrolnej. Do badania wlaczono pacjentéw u ktérych zdiagnozowano chorobe
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wedhug kryteriow McDonalda z 2017 roku, a ktorzy nie mieli rzutu choroby ani nie byli leczeni
sterydami przez 3 miesigce przed pobraniem probek. Analizy metabolomiczne przeprowadzono
metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej polaczonej z tandemowa spektrometrig mas
(HPLC-MS).

Uzyskane wyniki wykazaly wyzsze catkowite stezenie aminokwasdw u pacjentow z MS
w porownaniu do grupy kontrolnej, a stezenia argininy, 1-metylo-L-histydyny i proliny byty
istotnie wyzsze, podczas gdy cytruliny, kwasu a-aminomastowegu i tryptofanu byly nizsze
w grupie pacjentow MS w poréwnaniu z kontrolg. Rdznice te pozostaty istotne po
uwzglednieniu pici i nie zmienialy si¢ z wiekiem pacjentow. Zauwazono takze rdznice
w stezeniach aminokwasow w zaleznosci od fenotypu klinicznego MS, gdzie pacjenci z PPMS
mieli najwyzsze stgzenia, a pacjenci z RRMS najnizsze stezenia aminokwasoéw. U pacjentow
z PPMS stwierdzono wyzsze st¢zenie kwasu beta-aminoizomastowego w poréwnaniu do
pacjentow z SPMS 1 RRMS, jak rowniez wyzsze st¢zenie kwasu asparaginowego
w poréwnaniu do pacjentow z RRMS. Analiza trendow ujawnila pozytywne zmiany
w stezeniach cystyny, proliny i seryny zwigzane z wiekiem oraz czasem trwania choroby, ale
nie stwierdzono réznic w catkowitym stezeniu aminokwaséw w zalezno$ci od stopnia
niepetnosprawnosci. Uzyskane wyniki wskazuja na zmieniony metabolizm aminokwaséw
w MS, zwlaszcza w odniesieniu do postepujacych wariantow choroby 1 pozostaja w zgodnosci
z obserwacjami innych badaczy. W kontekscie stezen pojedynczych aminokwasdéw u pacjentow
z MS na szczegdlng uwage zastuguje metabolizm argininy i tryptofanu. Potwierdzono roznice
stezen obu tych aminokwaséw pomiedzy pacjentami z MS a grupa kontrolng. Ponadto
wykazano istotne roznice stezen pomiedzy pacjentami z MS a osobami z grupy kontrolnej dla
proliny i cytruliny, ktore s3 aminokwasami zaangazowanymi w metabolizm argininy. Uzyskane
wyniki potwierdzajg istnienie znaczacych roznic w profilu aminokwasdéw pomigdzy pacjentami
z MS a grupa kontrola, jak réwniez pomiedzy poszczegdlnymi fenotypami klinicznymi
choroby. Jednoczesnie wskazuja na znaczenie metabolizmu aminokwasoéw w przebiegu MS,
potencjalng rol¢ profilowania aminokwasow w poszukiwaniach surowiczego biomarkera
choroby oraz jej klinicznych fenotypéw, W monitorowaniu intensywno$ci prowadzonej
rehabilitacji ruchowej pacjentéw, a takze W poszukiwaniu nowych mozliwosci
terapeutycznych. Nie umozliwiaja jednak odpowiedzi na pytanie czy stwierdzane zaburzenia
metabolizmu aminokwasOw s przyczynag czy skutkiem toczacego si¢ procesu
demielinizacyjnego. Niski odsetek pacjentow stosujacych DMTs (11.5%) w badanej grupie, jak
réwniez niestosowanie u pacjentdw sterydoterapii w ciggu 3 miesiecy poprzedzajacych

badanie, znaczaco ogranicza wplyw stosowanej farmakoterapii na uzyskane wyniki.
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Jednoczes$nie duza reprezentatywnos$¢ postepujacych typow choroby umozliwita analizg profilu
aminokwasdw u pacjentow z dominujagcymi procesami neurodegeneracji. Szczegdly

prezentowanych badah omawia publikacja:

1. “Serum amino acid profiling in differentiating clinical outcomes of multiple sclerosis”
Rzepinski L.; Koslinski P.; Kowalewski M., Koba M.; Maciejek Z.; Neurol Neurochir
Pol. 2023;57(5):414-422.

4.3. Dodatkowe osiagnigcie naukowe:

,Opracowanie i zastosowanie metod chromatografii cieczowej do analizy zwigzkow
psychoaktywnych”

W ramach dodatkowego osiggniecia naukowego zostaly uwzglednione wyniki badan
obejmujacych opracowanie i zastosowanie chromatografii cieczowej do analizy zwigzkow
psychoaktywnych w tym:
.  opracowanie i walidacj¢ metod analitycznych z wykorzystaniem chromatografii
cieczowej do wykrywania piperazyn w surowicy 1 moczu pacjentdw z podejrzeniem
zatrucia;

Il.  oceng czutosci 1 swoistosci dostepnych komercyjnie testow narkotykowych moczu.

I.  Opracowanie i walidacja metod analitycznych z wykorzystaniem
chromatografii cieczowej do wykrywania piperazyn w surowicy i moczu

pacjentow z podejrzeniem zatrucia.

Pochodne piperazyny, klasyfikowane jako nowe substancje psychoaktywne, sg
naduzywanymi substancjami psychostymulujacymi, ktore moga prowadzi¢ do powaznych
problemow zdrowotnych. Uzytkownicy czesto doswiadczaja nieprzewidywalnych skutkow
dhlugoterminowych, a dostgpne informacje na temat ich toksykologii s3 ograniczone.
Naduzywanie nowych substancji psychoaktywnych (NPS) stawia istotne wyzwania medyczne
1 prawne. Pochodne piperazyny moga by¢ toksyczne nawet w matych dawkach i czesto
wystepuja w mieszankach, co utrudnia ich identyfikacje w materiale biologicznym. Pochodne
piperazyny nie majg zastosowania terapeutycznego, ale moga by¢ obecne jako metabolity

innych lekow. Kluczowe jest potwierdzenie ich roli w zatruciach w ramach diagnostyki
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toksykologicznej. Dotychczas nie byly objete rutynowsg analizg toksykologiczng, co wskazuje
na potrzebe rozwijania szybkich metod ich wykrywania.

Celem badan bylo opracowanie i walidacja metod analitycznych z wykorzystaniem
chromatografii cieczowej z detekcja DAD oraz spektrometrig mas do wykrywania piperazyn
W surowicy i moczu pacjentdw z podejrzeniem zatrucia. Mo6j udziat w badaniach dotyczyt
wspotpracy przy opracowaniu metody badawczej HPLC-MS/MS (optymalizacja i walidacja
metody HPLC-MS/MS) wykonania analiz HPLC-MS/MS, konsultacji merytorycznych oraz
weryfikacji 1 korekty manuskryptow.

Opracowana w wyniku realizacji projektu, kazda z zoptymalizowanych metod moze
by¢ stosowana niezaleznie, uzyskujac wiarygodne wyniki w krotkim czasie analizy. Metody te
moga si¢ réwniez wzajemnie uzupetniaé, zapewniajac jakosciowe i ilo§ciowe potwierdzenie
uzyskanych wynikoéw. Proponowane metody pozwalajg na potwierdzenie zatrucia i moga by¢
pomocne w diagnostyce toksykologicznej. Szczegétowe omowienie zaproponowanych metod

analitycznych zostalo zawarte w dwoch publikacjach:

1. “Rapid Targeted Method of Detecting Abused Piperazine Designer Drugs” Welz A.;
Koba M.; KoS$linski P.; Siodmiak, J.; J. Clin. Med. 2021, 10, 5813.

2. “Comparison of LC-MS and LC-DAD Methods of Detecting Abused Piperazine
Designer Drugs” Welz A.; Koba M.; Koslinski P.; Sidédmiak J.; J. Clin. Med. 2022, 11,
1758.

Il.  Ocena czulos$ci i swoistosci dostepnych komercyjnie testow narkotykowych
moczu

Drugim zagadnieniem zwigzanym 2z opracowaniem 1 zastosowaniem metod
chromatografii cieczowej do analizy zwiazkéw psychoaktywnych byla ocena czutosci
i swoisto$ci dostepnych komercyjnie testow narkotykowych w moczu. W ramach
prowadzonego badania uczestniczylem w opracowaniu metodologii badawczej, wykonaniu
analiz chromatograficznych, analizie danych oraz weryfikacji i korekcie manuskryptu.
Testy poddane badaniu zanurzano w syntetycznym moczu wzbogaconym amfetaming
w roznych stezeniach, a takze substancjami mogacymi powodowac zaktdcenia uzyskiwanych
wynikéw. Nastepnie monitorowano, czy uzyskane wyniki byty zgodne z deklaracjami
producenta. W badaniu wykorzystano wysokosprawng chromatografi¢ cieczowg jako metode
referencyjna. Szczegdtowe omdwienie zaproponowanej tematyki badawczej oraz uzyskanych

wynikoéw zostato zawarte w publikacji:
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1. “Comparison of Sensitivity and Specificity of Commercial Amphetamine Tests” Mitos,
A.; Gackowski, M.; Przybylska, A.; Koslinski, P.; Koba, M. Applied Chem 2023, 3,
141-152.

5. Informacja o wykazywaniu si¢ istotng aktywnoscig naukowg albo artystyczng
realizowang w wigcej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury, w
szczegllnos$ci zagraniczne]

Prace naukowa rozpoczatem w 2009 roku podczas dziennych studiow doktoranckich na
Wyadziale Lekarskim Collegium Medicum im. Ludwika Rydgiera w Bydgoszczy Uniwersytetu
Mikotaja Kopernika w Toruniu. Podczas studiow doktoranckich zostatem zatrudniony na
stanowisku naukowo-technicznym w Katedrze i Zaktadzie Toksykologii tejze uczelni.

Podczas realizacji studiéw doktoranckich bytem kierownikiem dwoch grantow

badawczych:

1. Grant na finansowanie zadania badawczego stuzacego rozwojowi mtodych naukowcow
MN-10/WF-SD: ,,Optymalizacja metody oznaczania zwigzkow pterynowych za pomocg
izokratycznej i gradientowej wysokosprawnej chromatografii cieczowej w uktadzie faz
odwroconych” (2011 r.).

2. Grant na finansowanie zadania badawczego shuzacego rozwojowi mtodych naukowcow
MN-4/WFE-SD: ,,Oznaczanie zwigzkéw pterynowych w moczu pacjentow chorych na

nowotwory uktadu moczowo-ptciowego” (2012 1.).

Projekty te realizowane byly we wspotpracy z Katedrg Biofarmacji i Farmakodynamiki
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego, Klinikg Urologii Szpitala Uniwersyteckiego
im. dr. Jana Biziela nr 2 w Bydgoszczy oraz Katedrg i Klinikg Urologii Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego.

Efektem realizacji tych projektéw sa wystapienia konferencyjne:

1. ,,Opracowanie metody oznaczenia wybranych zwigzkow  pterynowych
z zastosowaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej w odwroconym
uktadzie  faz (RP-HPLC), jako potencjalnych  biomarkerow  chorob
nowotworowych” Koslinski P.; Bujak R.; Daghir E.; Szupryczynski P.;

50



Markuszewski ~ M.;  Konferencja: IX Konferencja Chromatograficzna

"Chromatografia? To przeciez codziennos$¢!" Poznan, 26-29 VI 2011. Poznan.

. “Comparison of HILIC RP-LC stationary phases for separation of the pterin

metabolites.” Koslinski P.; Bujak R.; Daghir-Wojtkowiak E.; Markuszewski M. J.;
Konferencja: Analytical methods to study oxidative damage, antioxidants and drugs.
Bialystok, 10-13 X1 2011.

. “Determination of metabolic profiles of pteridines in urine of bladder cancer

patients by HPLC with fluorimetric detection” Koslinski P.; Daghir-Wojtkowiak
E.; Bujak R.; Jarzemski P.; Markuszewski M.J.;

Konferencja: 29" International Symposium on Chromatography. Torun, Poland,
9-13 1X 2012.

. »Oznaczanie profili metabolicznych zwigzkéw pterynowych W  chorobach

nowotworowych pecherza moczowego” Koslinski P.; Szatkowska-Wandas P.;
Jarzemski P.; Markuszewski M.J.;

Konferencja: XXII Naukowy Zjazd Polskiego Towarzystwa Farmaceutycznego.
Farmacja-nauka-spoteczenstwo. Biatystok, 18-21 IX 2013.

oraz publikacje naukowe:

1.

“Metabolic profiling of pteridines for determination of potential biomarkers in cancer
diseases” Koslinski P.; Bujak R.; Daghir E.; Markuszewski MJ. Electrophoresis.
2011;32(15):2044-2054. doi:10.1002/elps.201000664

“Determination of pterins in urine by HPLC with UV and fluorescent detection using
different types of chromatographic stationary phases (HILIC, RP Cg, RP C1s” Koslinski
P.; Jarzemski P.; Markuszewski M.J.; Kaliszan R.; J. Pharmaceut. Biomed. Anal.
2014:Vol. 91, s. 37-45.

W okresie 14.07.2010 r. — 20.07.2010 r. odbylem staz zorganizowany przez Instytut

Badan Chemii ,,Raluca Ripan” Uniwersytetu Babes-Bolyai pod opieka prof. Virginia Coman.

Poruszana tematyka badawcza koncentrowala si¢ na praktycznych aspektach metod separacji

i detekcji, przygotowywaniu probek i technikach taczonych stosowanych w celach

analitycznych, preparatywnych i przemystowych.

We wrzeéniu 2012 r. bratem aktywny udziat w Letniej Szkole Analizy Farmaceutycznej

(SSPA), organizowanej przez Divisione di Chimica Farmaceutica, Societa Chimica Italiana

(Oddziat Chemii Lekow, Wtoskie Towarzystwo Chemiczne) i sponsorowanej przez Europejska
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Federacje Chemii Lekow (EFMC). Program SSPA koncentruje si¢ na howoczesnych metodach
analitycznych stosowanych w opracowywaniu i produkcji nowych lekow. Doswiadczenie
zdobyte podczas kursu pozwolito m.in. na udzial w projekcie, ktorego celem bylo
przeprowadzenie serii syntez pochodnych indan-1,3-dionowych wykazujacych potencjalne
zastosowanie terapeutyczne. Ponadto celem tego badania bylo porownanie parametrow
lipofilowos$ci uzyskanych réznymi technikami oraz wyselekcjonowanie struktur, ktére zostang
skierowane na dalszg poprawe wlasciwosci i1 szczegoétowe testy in vitro oraz ewentualne testy
na zwierzgtach. Pochodne 2-arylideno-indan-1,3-donu wykazujg bardzo zréznicowane
wiasciwosci, dzigki czemu znajduja réznorodne zastosowania w nauce, medycynie i przemysle.
Wybrane  pochodne  wykazuja  aktywno$¢  przeciwwirusowa,  przeciwbakteryjng
i przeciwzapalna. W ramach realizowanego projektu potwierdzono strukture zsyntetyzowanych
zwigzkow, a takze okreslono ich lipofilowos$¢ metodami eksperymentalnymi i obliczeniowymi.
Przebadano ich aktywno$¢ antyproliferacyjng wobec wybranych linii komérkowych zgodnie
z protokotem MTT; sprawdzono zdolno$¢ wigzania si¢ z albuming oraz wyznaczono parametry
zwigzane z toksycznos$cig substancji in silico. Wybrane zwigzki wykazujace aktywno$é
antyproliferacyjng byly silnie zwigzane z albuming i w wigkszoS$ci przypadkow spetniaty regute
Lipinskiego i Vebera. Uzyskane wyniki sugerujg zatem, ze pochodne 2-arylideno-indan-1,3-
donu wydaja si¢ by¢ dobrymi kandydatami na leki o potencjalnej wiodacej strukturze do
dalszego rozwoju. Wyniki badan zostaly zawarte w publikacji:

1. “Selected Drug-Likeness Properties of 2-Arylidene-indan-1,3-dione Derivatives—
Chemical Compounds with Potential Anti-Cancer Activity” Pluskota, R.; Jaroch, K.;
Koslinski, P.; Ziomkowska, B.; Lewinska, A.; Kruszewski, S.; Bojko, B.; Koba, M..
Molecules 2021, 26, 5256.

W 2012 roku zostatem laureatem programu stypendialnego ,,Krok w przysztos¢ —
stypendia dla doktorantow IV edycja”, ktéorego celem bylo zwigkszenie zaangazowania
doktorantow w podejmowaniu dziatan zmierzajacych do komercjalizowania wynikéw badan
naukowych istotnych z punktu widzenia rozwoju wojewodztwa kujawsko-pomorskiego, co
w znacznym stopniu przyczynilo si¢ do mozliwos$ci realizacji mojej rozprawy doktorskie;.

4 listopada 2014 roku uzyskatem stopien doktora nauk farmaceutycznych, specjalnosc:
analiza farmaceutyczna, nadany przez Wydzial Farmaceutyczny OML Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego. Promotorem pracy doktorskiej byt prof. dr hab. n. farm. Michat Jan
Markuszewski.
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W latach 2015-2017 petnitem funkcje kierownika projektu naukowego finansowanym
przez Narodowe Centrum Nauki w ramach konkursu PRELUDIUM pt.: ,Profilowanie
metaboliczne zwigzkéw pterynowych u os6b zdrowych i pacjentow z rakiem pecherza
moczowego” 2014/13/N/NZ7/00470.

W ramach realizacji grantu Preludium odbylem miesi¢czny staz naukowy w Katedrze
Biofarmacji 1 Farmakodynamiki Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego
(1.07.2015 r. — 31.07.2015 r.), ktérego tematyka badan dotyczyta opracowania nowych metod
separacyjnych i chemometrycznych w analizie metabolomicznej.

Efektem realizowanej podczas stazu tematyki badawczej sa 2 badania naukowe. Pierwsze
badanie przeprowadzone we wspolpracy z Katedrg i Klinika Urologii, Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego obejmowato pordéwnanie profili metabolicznych zwiazkow
pterynowych w moczu 0s6b zdrowych oraz pacjentdéw z nowotworem pecherza moczowego
Wyniki analizy chromatograficznej wraz z podejsciem opartym na analizie statystycznej
wykazaty, ze stgzenia zwigzkdw pterynowych u pacjentow z nowotworem pecherza
moczowego byly wyzsze w porownaniu do osob zdrowych, a statystycznie istotne rdznice
migdzy pacjentami a grupa kontrolng odnotowano dla ksantopteryny i izoksantopteryny.
Dodatkowo, stgzenia pteryny byty wyzsze u kobiet niz u m¢zczyzn. Stwierdzono takze istotne
dodatnie korelacje miedzy metabolitami w obu grupach. Wyniki badan zostaly zawarte

w publikacji:

1. “The metabolic profiles of pterin compounds as potential biomarkers of bladder cancer-
Integration of analytical-based approach with biostatistical methodology” Koslinski
P.; Daghir-Wojtkowiak E.; Szatkowska-Wandas P.; Markuszewski M.; Markuszewski
M.J.; J Pharm Biomed Anal. 2016;127:256-262.

Celem drugiego badania, w ktorym uczestniczytem podczas stazu naukowego, byto
poréwnanie zdolnosci predykcyjnych modeli QSRR zbudowanych przy uzyciu ré6znych metod
dla nukleozydow i pteryn rozdzielanych na kolumnach typu HILIC wraz z wyznaczeniem
modeli zaleznosci struktura-retencja (QSRR). W pracy analizowano zalezno$ci struktura-
retencja wykorzystujac 3 fazy stacjonarne typu HILIC. Dwie fazy stacjonarne
N,O-diaminofosfoamidowe , tj. APC-10 i APC-18, zostaly zsyntetyzowane w laboratorium
Katedry Chemii Srodowiska i Bioanalityki UMK, natomiast trzecia stanowila komercyjnie
dostgpna faza z immobilizowang sztuczng membrang (ang. Immobilized Artificial Membrane,

IAM.PC.DD2). Potaczenie LASSO z regresja krokowa zapewnito modele o porownywalnej
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wydajnosci predykcyjnej jak LASSO, jednak z mozliwos$cig obliczenia btedu standardowego
oszacowan. Zastosowanie samego LASSO i w polaczeniu z klasyczng regresja krokowa moze
zapewni¢ wigksza stabilno$§¢ opracowanych modeli dzigki bardziej ptynnej zmianie
wspotczynnikow 1 zmniejszonej podatnosci na korelacje przypadkowa. Zastosowanie podejscia
bazujacego na QSRR, wraz z metodami obliczeniowymi zaproponowanymi w tej pracy, moze
okaza¢ si¢ uzytecznym podejSciem w modelowaniu retencji zwigzkow nukleozydowych

i pterynowych w HILIC. Wyniki badan zostaly zawarte w publikacji:

1. “Least absolute shrinkage and selection operator and dimensionality reduction
techniques in quantitative structure retention relationship modeling of retention
in hydrophilic interaction liquid chromatography” Daghir-Wojtkowiak E.; Wiczling P.,
Bocian Sz.; Kubik L.; Koslinski P., Buszewski B.; Kaliszan R.; Markuszewski M.J.;
Journal of Chromatography A, Volume 1403, 2015, 54-62.

W latach 2016-2019 realizowatem szkolenie specjalizacyjne w ramach Laboratoryjne;j
Toksykologii Medycznej 1 uzyskalem specjalizacje z Laboratoryjnej Toksykologii Medyczne;.
W uznaniu uzyskania bardzo dobrego wyniku egzaminacyjnego zostatem wyrézniony nagroda
»Specjalista 20217 przyznawang przez Ministra Zdrowia lekarzom, farmaceutom, diagnostom
laboratoryjnym, fizjoterapeutom oraz specjalistom w innych dziedzinach, ktorzy uzyskali
najwyzsze wyniki z egzaminu specjalizacyjnego.

W latach 2016-2018 we wspdtpracy z Zespotem ds. Zywienia Pozajelitowego Kliniki
Anestezjologii i Intensywnej Terapii Szpitala Uniwersyteckiego nr 1 w Bydgoszczy oraz
Katedra Anestezjologii i Intensywnej Terapii, Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu
realizowalem badania majace na celu ocen¢ wptywu procedur chirurgicznych na stezenie
glutaminy w surowicy operowanych pacjentow oraz analize¢ korelacji miedzy st¢zeniem
glutaminy w surowicy (oznaczanej metodg HPLC z detekcjg fluorescencyjng) a parametrami
laboratoryjnymi (CRP, albuminy). Grupe badang stanowili pacjenci kardiochirurgiczni
zakwalifikowani do zabiegu pomostowania tetnic wiencowych bez uzycia krazenia
pozaustrojowego oraz pacjenci poddani prawostronnej hemikolektomii. Stezenie glutaminy
i parametry morfologii krwi oceniano przed zabiegiem oraz w 3 i w 5 dobie po zabiegu
operacyjnym. Analizy stezenia glutaminy w surowicy krwi wykonywano metoda
wysokosprawnej  chromatografii cieczowej (HPLC) z detekcja fluorescencyjna.
Zaobserwowano, iz zabieg operacyjny w obrebie przewodu pokarmowego predysponuje do

nizszego stezenia glutaminy w surowicy krwi w 5 dobie po zabiegu operacyjnym w odniesieniu
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do wartosci wyjsciowej. Zabieg operacyjny poza przewodem pokarmowym nie wptywa na
obnizenie stezenia glutaminy w 5 dobie po zabiegu operacyjnym w odniesieniu do wartosci
wyjsciowej. Przewlekly stan chorobowy (zapalny) moze by¢ zwigzany z wigkszym
uruchomieniem rezerw glutaminy, stad wyzsze stezenie tego aminokwasu w grupie pacjentow
kardiochirurgicznych w odniesieniu do wartosci w grupie kontrolnej oraz pacjentow
operowanych w obrebie przewodu pokarmowego. Uzyskane wyniki sugeruja, ze stezenie
glutaminy zalezy od nasilenia stanu zapalnego, operowanej jamy ciala oraz nasilenia
katabolizmu, ktéry wynika z odmiennej patofizjologii chordb uktadu pokarmowego i choroby
wiencowej. Wyniki realizowanych badan zostaly zaprezentowane na konferencjach
naukowych:
1. ,Analiza stezenia glutaminy w surowicy krwi w wybranych sytuacjach klinicznych
w okresie okotooperacyjnym” Réozowicz A.; Jakubczyk M.; Kusza K.; Kupczyk K;
Koslinski P.; Szatkowska-Wandas P.; Koba M.; Postepy Zyw. Klin. 2016: T. 12, nr 2,
s. 43. Konferencja: Polskie Towarzystwo Zywienia Pozajelitowego, Dojelitowego
I Metabolizmu: Jachranka, Polska, 2016.06.02-2016.06.02
2. Analiza stezenia glutaminy w surowiczy krwi w wybranych sytuacjach klinicznych
w okresie okolooperacyjnym” KoSlinski P.; Rozowicz A.; Jakubczyk M.; Kusza K.;
Kupczyk K.; Szatkowska-Wandas P.; Koba M.; Konferencja: Metabolic Circle 2016.
Bydgoszcz, 2016.
3. “Ananalysis of glutamine concentration in blood serum of patients in the perioperative
period” Rozowicz A.; Kusza K.; Koslinski P.; Szatkowska-Wandas P.; Jakubczyk M.;
Sierakowska K.; Koba M.; Konferencja: Clin. Nutr. 2018 Madrid.

Oraz w publikacjach naukowych:

1. ,,Aminokwasy rozgalezione i ich znaczenie w chorobach wqgtroby” Tkaczyk K.; Stupski
M.; Jakubczyk M.; Baranowski P.; Koslinski P.; Sierakowska K.; W: Nowoczesne
trendy diagnostyki i terapii. Red. Katarzyna Pawlak-Osinska, Maciej Sniegocki, Michat
Szpinda.

2. ,,Wphw zabiegu operacyjnego na stezenie glutaminy w surowicy krwi” Roézowicz A.,
Kusza K.; Jakubczyk M.; Koslinski P.; Szatkowska-Wandas P.; Koba M.; Sierakowska
K.; W: Nowoczesne trendy diagnostyki i terapii. Red. Katarzyna Pawlak-Osinska,

Maciej Sniegocki, Michat Szpinda.
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W latach 2019-2020 petitem funkcje kierownika projektu finansowanego przez Narodowe
Centrum Badan i Rozwoju (NCBiR) w ramach grantu Szybka Sciezka:

1. ,Xhaller Main — uniwersalny inhalator suchego proszku do administracji lekéw
wziewnych” (POIR.01.01.01-00-0347/19).
Celem projektu byto opracowanie nowatorskiego, kapsutkowego inhalatora suchego proszku
typu DPI (ang. Dry Powder Inhaler) przeznaczonego do podawania lekéw wziewnych.
Realizacja projektu zaktadata opracowanie kompletnego urzadzenia, przechodzac przez etapy
prac B+R, tj. od tworzenia i testowania modeli i prototypow, ktore beda podlegaé¢ doskonaleniu,
by nastepnie przeprowadzi¢ produkcje pilotazowa i certyfikacje powstatego wyrobu
medycznego, zapewniajagc mu ochrong prawami wytacznymi (patent, wzér przemystowy).
Od czerwca 2024 r. kieruje projektem:
1. ,Application of untargeted serum metabolomics analysis in search of new diagnostics
patterns for patients with myasthenia gravis” , Inicjatywa Doskonato$ci — Debiuty
w ramach programu ,Inicjatywa Doskonatosci — Uczelnia Badawcza” (Uniwersytet
Mikotaja Kopernika w Toruniu).
Projekt realizowany jest we wspotpracy z Klinika Neurologii 10 Wojskowego Szpitala

Klinicznego z Poliklinika SPOZ w Bydgoszczy.

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

6.1. Prowadzona dzialalno$¢ dydaktyczna.

a) Prowadzenie zaje¢ dydaktycznych:

1. Prowadzenie zaj¢¢ laboratoryjnych z przedmiotu toksykologia dla studentow 4 roku
kierunku farmacja, Wydziat Farmaceutyczny Collegium Medicum im. Ludwika
Rydygiera w Bydgoszczy, Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu (od 2010 r.).

2. Prowadzenie zaj¢¢ laboratoryjnych z przedmiotu toksykologia dla studentow 4 roku
kierunku analityka medyczna, Wydzial Farmaceutyczny Collegium Medicum
im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy, Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu
(od 2014 r.).

3. Prowadzenie zaj¢¢ laboratoryjnych z przedmiotu toksykologia kosmetyku dla

studentow 2 roku Il stopnia, Kierunek kosmetologia, Wydzial Farmaceutyczny
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Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy, Uniwersytet Mikotaja
Kopernika w Toruniu (2014 — 2019 r.).

. Prowadzenie seminaridow z przedmiotu toksykologia dla studentéw 4 roku kierunku
analityka medyczna Wydziat Farmaceutyczny Collegium Medicum im. Ludwika
Rydygiera w Bydgoszczy, Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu (od 2020 r.).

. Prowadzenie wykladéw z przedmiotu toksykologia dla studentéw 4 roku kierunku
analityka medyczna, Wydzial Farmaceutyczny Collegium Medicum im. Ludwika
Rydygiera w Bydgoszczy, Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu (od 2024 r.).

. Prowadzenie zaj¢¢ laboratoryjnych z przedmiotu toksykologia dla studentéw 3 roku
kierunku zielarstwo i fitoterapia, Wydzial Rolnictwa i Biotechnologii, Politechnika
Bydgoska im. Jana i Jedrzeja Sniadeckich (od 2019 r.).

. Prowadzenie zaje¢ fakultatywnych z przedmiotu techniki spektrofotometryczne,
immunochemiczne, chromatograficzne oraz szybkie testy w analizie trucizn, dla
studentow kierunki analityka medyczna, Wydziat Farmaceutyczny Collegium Medicum
im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy, Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu
(od 2021 r.).

Prowadzenie zaje¢ z przedmiotu ¢wiczenia specjalistyczne i metodologia badan dla
studentow 4 roku kierunku analityka medyczna, Wydzial Farmaceutyczny Collegium
Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy, Uniwersytet Mikotaja Kopernika
w Toruniu (od 2014 r.).

Prowadzenie zajg¢ z przedmiotu toksykologia dla studentow anglojezycznych na

kierunku farmacja w ramach programu ERASMUS + (od 2014 r.).

b) Opiekun/promotor prac dyplomowych:

. Pelienie funkcji opiekuna 20 prac magisterskich, Wydziat Farmaceutyczny Collegium
Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy, Uniwersytet Mikotaja Kopernika
w Toruniu (7 dla kierunku farmacja, 13 dla kierunku analityka medyczna).

. Pehienie funkcji recenzenta 9 prac dyplomowych, Wydziat Farmaceutyczny Collegium
Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy, Uniwersytet Mikotaja Kopernika
w Toruniu.

. Pelienie funkcji promotora pomocniczego pracy doktorskiej realizowanej w Katedrze
Toksykologii i Bromatologii CM UMK (mgr Edyta Socha, obrona pracy doktorskiej
16.09.2021 r.)
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6.2. Prowadzona dzialalno$¢ organizacyjna

1. Czlonek Rady Wydzialu Farmaceutycznego Collegium Medicum im. Ludwika
Rydygiera w Bydgoszczy, Uniwersytet Mikotaja Kopernika w  Toruniu
(2012- 2016, 2016-2020).

2. Czlonek Rady Dyscypliny Nauk Farmaceutycznych Collegium Medicum im.
Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy, Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu
(2020-2024 — Funkcja protokolanta).

3. Czlonek Rady Dyscypliny Nauk Farmaceutycznych Collegium Medicum im.
Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy, Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu
(2024 — obecnie).

4. Czlonek Wydzialowej Komisji Programowej dla kierunku analityka medyczna
(2023 — obecnie).

5. Czlonek Kolegium Elektorow Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu
(2024 — 2028).

6. Czlonek Komitetu Naukowego 3rd International MEDical Interdisciplinar y Congress
—iMEDIC 2018.

7. Koordynator przedmiotu toksykologia dla studentow 4 roku, kierunek analityka
medyczna (od 2024 r.).

6.3. Prowadzona dzialalnos$¢ popularyzujgaca nauke

1. Wyktad w ramach XIX edycji cyklu ,Medyczna Sroda” skierowany m.in. do
mieszkancow  wojewodztwa  kujawsko-pomorskiego  organizowany  przez
Collegium Medicum im. L. Rydygiera w Bydgoszczy UMK pt. "Medycyna
spersonalizowana — przyszto$¢ czy nierealne marzenie?”.

2. Wyktad w ramach XIX edycji cyklu ,Medyczna Sroda” skierowany m.in. do
mieszkancow  wojewodztwa  kujawsko-pomorskiego  organizowany  przez
Collegium Medicum im. L. Rydygiera w Bydgoszczy UMK pt. ,,Krotka historia
trucizn i trucicieli”.

3. Webinar dla cztonkéw STDL oraz PTSF: ,,Praca w toksykologii — fakty i mity”.
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6.4. Recenzje w czasopismach mi¢edzynarodowych

Wykonatem 12 recenzji artykutdow dla czasopism z listy filadelfijskie;j:
1. International Journal Of Molecular Sciences (IF 4,9): 2 artykuty.
Journal Of Chromatography (IF 2,8): 1 artykut.
Journal Of Pharmaceutical & Biomedical Analysis (IF 3,1): 4 artykuty.
Life (IF 3,2): lartykut.
Medicine (IF 2,4): 1 artykut.
Metabolites (IF 3,5): 1 artykut.
Molecules (IF 4,2): 1 artykut.
Nutrients (IF 4,8): 1 artykut.

S A

7. Oprocz kwestit wymienionych w pkt. 1-6, wnioskodawca moze poda¢ inne

informacje, wazne z jego punktu widzenia, dotyczace jego kariery zawodowej

7.1. Ukonczone kursy i szkolenia

1. ,Biokompatybilnos¢ wyrobow medycznych wg ISO 10993, Katowice, 2024 r.

2. ,,Auditor wewnetrzny systemu zarzadzania jakoscig wg ISO 13485:2016”, Katowice,
2024 r.

3. ,Menager w zakresie regulacji wyrobow medycznych”, Katowice, 2024 r.

4. ,Szkota inzynierii tkankowej i medycyny regeneracyjnej”’, Bydgoszcz,
15-16.09.2022 r.

5. ,,Akty prawne MZ moéwigce o oznaczeniu narkotykdw i substancji psychoaktywnych
w materiale biologicznym — prawna odpowiedzialno$¢ diagnosty laboratoryjnego”,
Krajowa Izba Diagnostow Laboratoryjnych, Warszawa, 2020 r.

6. ,,Analiza narkotykdéw 1 substancji psychoaktywnych w laboratorium medycznym”,
Krajowa Izba Diagnostow Laboratoryjnych, Warszawa, 2020 .

7. ,Analiza etanolu w laboratorium medycznym”, Krajowa Izba Diagnostéw
Laboratoryjnych, Warszawa, 2019 r.

8. ,,Akty prawne MZ moéwiace o oznaczeniu etanolu w materiale biologicznym — prawna
odpowiedzialno§¢  diagnosty laboratoryjnego”, Krajowa Izba Diagnostow

Laboratoryjnych, Warszawa, 2019 r.
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10.
11.

12.

13.

14.

15.
16.

17.

18.

19.

20.
21.
22.

»Zasady wykonywania oznaczen lekow we krwi dla potrzeb terapii monitorowane;j”,
Krajowa lzba Diagnostow Laboratoryjnych, Warszawa, 2020 r.

»oample Preparation Summer Course”, Bydgoszcz, 2019 r.

,Toksykologia kliniczna, sgdowa, terapia monitorowana st¢zeniami leku we krwi”,
Instytut Ekspertyz Sadowych im Prof. Dra Jana Sehna w Krakowie, Uniwersytet
Medyczny w Lodzi, Krakow 15-23.10.2018 r.

,»Loksykologia $rodowiskowa. Monitoring biologiczny w zastosowaniu do oceny
narazenia na czynniki toksyczne w srodowisku zycia i srodowisku pracy. Interpretacja
wynikow”, Zaktad Toksykologii Uniwersytetu Medycznego w Lodzi, L6dz,
26-30.06.2017 r.

,Metody izolowania analitu z matrycy i oznaczenia substancji toksycznych oraz ich
metabolitow z zastosowaniem metod analizy instrumentalnej”, Instytut Ekspertyz
Sadowych im Prof. Dra Jana Sehna w Krakowie, Uniwersytet Medyczny w Lodzi,
Krakow, 16-24.10.2017 r.

,»Toksykologia ogolna, toksykokinetyka. Toksykologia szczegélowa wybranych grup
czynnikow toksycznych”, Zaktad Toksykologii Uniwersytetu Medycznego w todzi,
Lo6dz, 13-17.03.2017 r.

»Zastosowanie statystyki w analizie wynikow badan medycznych”, Bydgoszcz, 2013 r.
,Nowoczesne techniki badawcze stosowane w biologii, biotechnologii i diagnostyce”
zrealizowane w ramach projektu pn. ,Uzupetlnienie oferty dydaktycznej
o interdyscyplinarny kurs: Nowoczesne techniki badawcze stosowane w biologii,
biotechnologii i diagnostyce”, wspotinansowanie ze $rodkéw Unii Europejskiej,
Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu, Torun, 1.10.2011-30.06.2012 r.
»Zastosowanie ekstrakcji do fazy stalej do izolacji substancji psychoaktywnych
z ptynéw biologicznych”, Gdansk, 2012 r.

Szkolenie z zakresu przedsigbiorczosci w ramach projektu ,,Z nauki do biznesu”,
wspotfinansowanie ze Srodkow Unii Europejskiej w ramach Europejskiego Funduszu
Spotecznego, Bydgoszcz, 2012 r.

“Workshop on Methods for Preparation of Biological Material for Analytical
Procedures”, Biatystok, 2011 r.

“Advanced Method Development, HPLC Troubleshooting”, Warszawa, 2011 r.
,.Elektroforeza kapilarna w analizie farmaceutycznej”, Gdansk, 2010 r.

. I he use of chromatographic methods (HPLC, TLC, GC) in organic chemistry”, Torun,
2010 .
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7.2. Nagrody i wyro6znienia oraz stypendia za prowadzona dzialalno$¢ naukowg

I dydaktyczna

1. III nagroda z zakresie prezentowanej zawartosci merytorycznej pt. ,,Miniaturyzacja
Systemu HPLC i jego zastosowanie do analizy ,,on-line” nukleozydow obecnych
w moczu” przedstawionego podczas VI Konferencji ,,Analityczne zastosowania
chromatografii cieczowej”, Warszawa, 2011 r.

2. Stypendium w ramach IV edycji stypendiow dla doktorantow ,,Krok w przysztos¢”,
Torun, 2012 r.

3. Il nagroda w konkursie na najlepszy plakat: ,,Oznaczanie profili metabolicznych
zwigzkOow pterynowych w moczu jako potencjalnych biomarkeréw nowotwordéw
pecherza moczowego” zaprezentowany podczas Konferencji naukowej ,,Nowoczesne
techniki badawcze stosowane w analizie farmaceutycznej i biomedycznej”, Bydgoszcz,
2014 r.

4. Nagroda Dydaktyczna Zespolowa I-go Stopnia Rektora Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego, Gdansk, 2014 r.

5. Wyro6znienie za wysoka ocene zaje¢ dydaktycznych prowadzonych w roku
akademickim 2015/2016, Bydgoszcz, 2016 r.

6. Nagroda Naukowa Zespotowa I-go Stopnia Rektora Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego, Gdansk, 2017 r.

7. Wyrodznienie ,,Specjalista 2021 r.”, Warszawa, 2021 r.

8. Zespotowe Wyrdznienie Rektora Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu za
osiaggni¢cia w dziedzinie naukowej w 2022 r., Bydgoszcz, 2023 r.

9. Nagroda Zespolowa III-go Stopnia Rektora Uniwersytetu Mikotaja Kopernika

w Toruniu za osiggnigcia w dziedzinie naukowej w 2023 r., Bydgoszcz, 2024 r.

7.3. Udzial w konferencjach naukowych

1. XXI Naukowy Zjazd Polskiego Towarzystwa Farmaceutycznego ,,Farmacja Polska na
tle Unii Europejskiej”, Gdansk, 12-15 1X 2010.
Tytul plakatu: ,,Opracowanie metody oznaczenia wybranych cieczy jonowych

z zastosowaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej w odwroconym ukladzie

faz (RP-HPLC”, Koslinski P., Chaberska H., Struck W., Markuszewski M.
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. Analytical methods to study oxidative damage, antioxidants and drugs., Biatystok,
10-13 X1 2011.

Tytul plakatu: ,,Comparison of HILIC RP-LC stationary phases for separation of the
pterin metabolites ”, Koslinski P., Bujak R., Daghir E., Markuszewski M.

IX Konferencja Chromatograficzna "Chromatografia? To przeciez codzienno$¢!",
Poznan, 26-29 VI 2011.

Tytul wystapienia: ,,Metabolomika w badaniach nad nowymi biomarkerami chorob
nowotworowych”, Waszczuk-Jankowska M., Struck W., Wiczling P., Koslinski P.,
Markuszewski M., Kaliszan R., Markuszewski M.J.

Konferencja Naukowa “Quo vadis life science? Quo vadis chemistry?”, Torun,
28-29 1X 2011.

Tytul wystapienia: ,,Metabolomika w bioanalityce”, Markuszewski M.J., Waszczuk-
Jankowska M., Struck W., Wiczling P., Koslinski P., Bujak R., Daghir E.,
Markuszewski M., Kaliszan R.

. VI Konferencja ,,Analityczne zastosowania chromatografii cieczowej”, Warszawa,
20-21 X 2011.

Tytul plakatu: , Miniaturyzacja systemu HPLC i jego zastosowanie do analizy "
on-line" nukleozydow obecnych w moczu”’, Daghir E., Szumski M., Bujak R., Koslinski
P., Buszewski B., Markuszewski M.

Il Konferencja Naukowa ,,Monitoring i analiza wody. Chromatograficzne metody
oznaczania substancji o charakterze jonowym”, Torun, 3-5 IV 2011.

Tytul plakatu: ,,Opracowanie metody oznaczania wybranych cieczy jonowych
z zastosowaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej w odwroconym uktadzie
faz (RP-HPLC)”, Koslinski P., Bujak R., Daghir E., Markuszewski M.

IX Konferencja Chromatograficzna ,,Chromatografia? To przeciez codzienno$¢!”,
Poznan, 26-29 VI 2011.

Tytul plakatu: ,,Opracowanie metody oznaczenia wybranych zwigzkow pterynowych
z zastosowaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej w odwroconym ukladzie
faz (RP-HPLC), jako potencjalnych biomarkerow chorob nowotworowych”, Koslinski
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