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1. Imi¢ i nazwisko

Wojciech Andrzej Filipiak

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe lub artystyczne

Z podaniem podmiotu nadajacego stopien, roku ich uzyskania oraz tytutu rozprawy
doktorskie;j.

09.06.2006 — tytul zawodowy magistra chemii, Wydzial Chemii Uniwersytetu

Mikotaja Kopernika w Toruniu (Polska)

Tytut pracy: Oznaczanie lotnych zwigzkdéw organicznych za pomoca sprz¢zonych
technik chromatograficznych GC/MS

Promotor:  Prof. dr hab. Bogustaw Buszewski,

Recenzenci: Prof. dr hab. Bogustaw Buszewski, prof. dr hab. Artur Terzyk

09.12.2013 — stopien naukowy doktora nauk przyrodniczych, Fakultit fiir Chemie

und Pharmazie, Leopold-Franzens-Universitdt Innsbruck (Austria)

Tytul pracy: Breath Analysis: origin and application of volatile biomarkers for non-
invasive diagnosis of lung diseases

Promotor:  Prof. dr hab. Anton Amann,

Recenzenci: Prof. dr hab. Jacek Namies$nik, prof. dr hab. Ladislav Sojak

Egzaminy doktorskie zostaly obronione z wyro6znieniem, a prac¢ doktorska

dodatkowo wyrézniono nagrodg Austriackiego Stowarzyszenia Przeciwdzialania

Nowotworom (Osterreichische Krebshilfe Tirol) za najlepsza rozprawe doktorskg w

2013r. bezposrednio zwigzang z badaniami onkologicznymi.

3. Informacja o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych lub

artystycznych

Zatrudnienie:

10. 2006 — 12. 2008, Innsbruck Medical University, Innsbruck, Austria, Researcher.
Zadania: opracowanie protokotu analitycznego PTR-MS, SIFT-MS i
TD-GC-MS do analiz biomarkerow raka ptuc.



01. 2009 — 11. 2012, Breath Research Unit of the Austrian Academy of Sciences,
Innsbruck / Dornbirn, Austria, Researcher.

Zadania: jakosciowa i iloSciowa analiza oddechu metoda PTR-MS wraz
ze szczegotowym wyznaczaniem wzorcow fragmentacji MS dla
poprawnej dekonwolucji sygnatow.

11. 2012 — 06. 2015, Oncotyrol — Center for Personalized Cancer Medicine, Innsbruck,

Austria, Senior Researcher.
Zadania: analiza LZO w oddechu pacjentow z chorobami ptuc (POChP,
rak ptuc, infekcje bakteryjne) oraz w probkach tkanek ptuc (od pacjentow
chorych na raka phuc) technikami NTME-GC-MS, TD-GC-MS, TD-GC-
TOF-MS i PTR-TOF-MS.

11. 2014 — 04. 2017, Leopold-Franzens-Universitit Innsbruck, Innsbruck, Austria,

Senior Researcher.
Zadania: oznaczanie lotnych metabolitow zwigzanych ze stanami
patologicznymi, wnioskowanie o projekty (FWF, FFG, ONB, ERA-NET),
terminowe realizowanie i raportowanie projektéw, nadzoér nad studentami
(projektowanie prac laboratoryjnych, opieka naukowa prac licencjackich i
magisterskich).

09. 2017 — do dzisiaj, Collegium Medicum w Bydgoszczy, Uniwersytet Mikotaja
Kopernika ~w  Toruniu, Wydziat  Farmaceutyczny, Katedra
Farmakodynamiki i1 Farmakologii Molekularnej, Bydgoszcz, Polska,
wykladowca / adiunkt.

Zadania: Zajgcia dydaktyczne ze studentami (kierunki: Farmacja,
Kosmetologia); nadzér nad studentami (projektowanie i nadzor prac
magisterskich);  wnioskowanie, koordynowanie, realizowanie 1
raportowanie projektow skupionych na badaniach podstawowych 1

translacyjnych (NCN).

4. Omowienie osiaggnie¢ naukowych

(Omoéwienie 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 2021 r. poz. 478 z p6zn. zm.). Omdéwienie
to winno dotyczy¢ merytorycznego ujecia przedmiotowych osiggnie¢, jak 1 w sposob
precyzyjny okresla¢ indywidualny wktad w ich powstanie, w przypadku, gdy dane osiagnigcie



jest dzietem wspodtautorskim, z uwzglednieniem mozliwosci wskazywania dorobku z okresu
catej kariery zawodowej.)

4.1.

Pierwsze osiagnie¢cie naukowe — cykl publikacji

4.1.1. Tytul cyklu habilitacyjnego

Pierwsze osiagnigcie to cykl dziewieciu prac powigzanych tematycznie objetych wspolnym

tytutem:

Metabolomika oddechu: integracja metod i modeli

biologicznych w diagnostyce spersonalizowanej

4.1.2. Wykaz publikacji wchodzacych w sklad osiagni¢cia naukowego

Wszystkie prace skladajace si¢ na cykl habilitacyjny zostaly opublikowane w

recenzowanych czasopismach obecnych w bazie Journal Citation Reports (JCR). Laczny

wskaznik oddziatywania (ang. impact factor, IF) publikacji z cyklu wynosi 48.513, natomiast

punktacja Ministerstwa Nauki i Edukacji to 895 punktow. W osmiu publikacjach jestem

pierwszym autorem, a w jednej petnie role ,,senior author”, za kazdym jednak razem bedac

osoba odpowiedzialng za zaplanowanie oraz przeprowadzenie eksperymentow, analiz¢ danych

jak 1 pisanie manuskryptow. W szeSciu z ponizszych publikacji petnitem tez rolg autora

korespondencyjnego.

A-1

Filipiak W, Filipiak A, Sponring A, Schmid T, Zelger B, Ager C, Klodzinska E, Denz
H, Pizzini A, Lucciarini P, Jamnig H, Troppmair J, Amann A

Comparative analyses of volatile organic compounds (VOCs) from patients, tumors and
transformed cell lines for the validation of lung cancer-derived breath markers
Journal of Breath Research vol. 8 (2014) 027111 (13pp)

IF: 4,631 MNiSW: 35 cytowan: 139

*Pizzini A, *Filipiak W, Wille J, Ager C, Wiesenhofer H, Kubinec R, Blasko J,
Tschurtschenthaler C, Mayhew C, Weiss G, Bellmann-Weiler R

Analysis of volatile organic compounds in the breath of patients with stable or acute
exacerbation of chronic obstructive pulmonary disease

Journal of Breath Research 2018, vol. 12 nr 3: 036002 *equal contribution

IF: 3,0 MNiISW: 40 cytowan: 68

3



A-3

A-4

A-5

A-6

Filipiak W, Bojko B

SPME in clinical, pharmaceutical, and biotechnological research - How far are we from

daily practice?
Trends in Analytical Chemistry 2019, vol. 115, s. 203-213
IF: 9,801 MNiSW: 140 cytowan: 58

Filipiak W, Jaroch K, Szeliska P, Zuchowska K, Bojko B

Application of thin-film microextraction to analyze volatile metabolites in A549 cancer

cells
Metabolites, 2021, vol. 11, nr 10, s.1-16
IF: 5,581 MNiSW: 100 cytowan: 14

Filipiak W, Cakmake¢1 M, Sevgen S, Szeliska P, Jaroch K, Kara A, Kahremanoglu K,
Bojko B, Boyaci E

Assessment of thermal and solvent stable SPME fibers for volatilome investigation
through in vitro experiments with cancer cell lines

Analytica Chimica Acta 1378 (2025) 344708

IF: 6.0 MNIiSW: 100 cytowan 0

Filipiak W, Zuchowska K, Marszatek M, Depka D, Bogiel T, Warmuzinska N, Bojko
B

GC-MS profiling of volatile metabolites produced by Klebsiella pneumoniae
Frontiers in Molecular Biosciences, 2022, vol. 9, s.1-21

IF: 5,0 MNiISW: 140 cytowan: 27

Zuchowska K, Tracewska A, Depka-Radzikowska D, Bogiel T, Wtodarski R, Bojko B,
Filipiak W
Profiling of Volatile Metabolites of Escherichia coli Using Gas Chromatography —

Mass Spectrometry
International Journal of Molecular Sciences, 2025, 26 (17), 8191
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A-8

A-9

IF: 5,0 MNISW: 140 cytowan: 2

Filipiak W, Wenzel M, Ager C, Mayhew C, Bogiel T, Wlodarski R, Nagl M

Molecular analysis of metabolites synthesized by Candida albicans and Staphylococcus
aureus in in vitro cultures and bronchoalveolar lavage specimens reflecting single or
duo-factor pneumonia

Biomolecules 2024, 14(7), 788

IF: 4,8 MNISW: 100 cytowan: 7

Filipiak W, Wtodarski R, Zuchowska K, Tracewska A, Winiarek M, Daszkiewicz D,
Marszatek M, Depka D, Bogiel T

Analysis of Bacterial Metabolites in Breath Gas of Critically 11l Patients for Diagnosis
of Ventilator-Associated Pneumonia—A Proof of Concept Study

Biomolecules, 2024, 14(12), 1480

IF: 4,8 MNiISW: 100 cytowan: 7

4.1.3. Omowienie osiagni¢cia naukowego bedacego cyklem prac naukowych

Wprowadzenie do cyklu habilitacyjnego

Choroby uktadu oddechowego naleza do najistotniejszych problemoéw zdrowia

publicznego na $wiecie, a ich diagnostyka i1 monitorowanie wcigz wymagajag poprawy

skutecznosci, szczegdlnie w przypadku: raka ptuc, przewlektej obturacyjnej choroby ptuc

(POChP) oraz infekcji bakteryjnych, w tym zapalenia ptuc. W kazdej z tych jednostek

klinicznych wczesna i precyzyjna diagnoza ma kluczowe znaczenie dla rokowania pacjentow,

jednak dostgpne obecnie narzedzia diagnostyczne czgsto wdrazane sg zbyt p6zno (gdy choroba

jest juz w zaawansowanym stadium) 1 dodatkowo wiazg si¢ z istotnymi ograniczeniami, m.in.:

wysoka inwazyjnos$cia, wysokimi kosztami lub niewystarczajaca swoistoscia. Z tego wzgledu

wszystkie prace niniejszego cyklu habilitacyjnego skupione sa wlasnie na tych trzech

jednostkach chorobowych.



Rak ptuca jest jednym z najczeSciej rozpoznawanych nowotwordw, a jednoczesnie
stanowi gldwna przyczyne zgonéw zwigzanych z nowotworem na $wiecie. Jego diagnostyka
opiera si¢ na histopatologicznym badaniu mikroskopowym tkanki guza pobranej podczas
inwazyjnych procedur bronchoskopii albo biopsji cienko- lub gruboigtowej, a w niektorych
przypadkach pobranej podczas operacji. Z racji, iz taka strategia pozwala na diagnoze jedynie
zaawansowanego stadium choroby nowotworowej, czesto stosowane sg metody wczesnego
obrazowania za pomocg niskodawkowej tomografii komputerowej (CT, ang. Computed
Tomography) lub emisyjnej tomografii pozytronowej (PET, ang. Positron Emission
Tomography) rowniez ze skanowaniem CT (PET/CT). Niemniej jednak, metody te wymagaja
bardzo zaawansowanej (a przez to bardzo kosztownej) aparatury oraz wyszkolonych i
doswiadczonych specjalistow do prawidtowej interpretacji wynikow.

POChP jest przyczyna wigkszosci przypadkéw przewlektej choroby ukiadu
oddechowego (CRD, ang. Chronic Respiratory Disease) w Europie i1 jest bezposrednio
odpowiedzialna za 80% zgonow zwigzanych z CRD. Wedlug raportu WHO z 2025 r., prognozy
wskazuja, ze w latach 2020-2050 liczba przypadkéw POChP na calym $wiecie wzro$nie o
23%. Jako przewlekla choroba przebiegajaca z postgpujaca obturacja dréog oddechowych
(trwalym zawezeniem ich $wiatta / droznosci), jest obcigzona ryzykiem gwaltownych zaostrzen
(AECOPD, ang. Acute Exacerbation of Chronic Obstructive Pulmonary Disease), ktore
stanowig istotny czynnik $miertelnosci 1 pogorszenia jakos$ci zycia pacjentow. Diagnostyka
AECOPD jest niemal wytacznie kliniczna, a brak biomarkerdw roznicujacych stany stabilne od
zaostrzen prowadzi do naduzywania antybiotykoterapii, przyczyniajac si¢ do eskalacji
globalnego problemu opornos$ci bakteryjnej na znane antybiotyki.

Infekcje bakteryjne dolnych drég oddechowych, w tym zapalenie pluc nabyte w szpitalu
(HAP, ang. Hospital-Acquired Pneumonia), a zwlaszcza zwigzane ze mechaniczng wentylacja
(VAP, ang. Ventilation-Associated Pneumonia), sg rownie waznym wyzwaniem, gdyz dotycza
pacjentow znajdujacych si¢ juz w stanie krytycznym, istotnie zwigkszajac ryzyko ich
Smiertelnosci. Obecne metody diagnostyczne opieraja si¢ gléwnie na badaniach
mikrobiologicznych bronchoaspiratéw lub popluczyn oskrzelowo-pecherzykowych (BAL, ang.
Broncho-Alveolar Lavage). Cho¢ metody te pozostaja ,,zlotym standardem”, sg czasochtonne
(wyniki laboratoryjne dostepne sa dopiero po dwoch dniach), wymagaja inwazyjnych procedur
pobierania materiatu BAL do badan 1 maja ograniczong czuto$¢, szczegdlnie u pacjentow w
trakcie antybiotykoterapii (u ktérych czesto obserwuje si¢ falszywie ujemne wyniki posiewow
mikrobiologicznych). Szybkie potwierdzenie zakazenia bakteryjnego czy ocena odpowiedzi na

antybiotykoterapi¢ nadal pozostaja nieosiggalne w codziennej praktyce kliniczne;j.
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Wszystkie wyzej wymienione obszary kliniczne taczy wspolny problem: pilna potrzeba
opracowania nowych, czulych metod diagnostycznych, ktore ze wzgledu na niskie koszty i
catkowicie nieinwazyjny charakter mozna by stosowac¢ wielokrotnie u pacjentow w kazdym
stanie zdrowotnym, zarowno w diagnostyce réznicowej jak i do monitorowania terapii. W tym
aspekcie, coraz wigksza uwage na $wiecie skupiajg metody bazujace na metabolomice,
dziedzinie nauki zajmujacej si¢ jako$ciowym, lecz takze iloSciowym charakteryzowaniem
niskoczasteczkowych produktow (tzw. metabolitéw) poszczegdlnych procesow komérkowych.
Dla poszukiwania innowacyjnych metod diagnostycznych wazna jest rowniez metabonomika,
jako nauka bardziej ogdlna od metabolomiki, gdyz skupiajagca si¢ na dynamicznej reakcji
metabolicznej organu (a nawet calego organizmu) w odpowiedzi na bodzce, w tym takze
patofizjologiczne, co moze pomoc w stratyfikacji pacjentow i wskaza¢ osoby wymagajace
spersonalizowanych strategii leczenia. Niemniej to metabolomika poprzez monitorowanie
profilu niskoczasteczkowych metabolitéw moze dostarczy¢ biochemicznych informacji o
mechanizmie choroby, aktualnej aktywnosci proceséw patofizjologicznych czy odpowiedzi na
zastosowang terapi¢. Jednym =z najbardziej obiecujacych, a zarazem intensywnie
eksplorowanych obszaréw badan wpisujacych si¢ w ten kierunek jest analiza lotnych zwigzkow
organicznych w wydychanym powietrzu. Podej$cie to ma oczywiste zalety, takie jak catkowita
bezinwazyjno$¢, nieograniczona wrgcz i1los¢ mozliwej do pobrania probki czy prostota
procedury analitycznej z opcja jej automatyzacji. Ma to ogromne znaczenie dla komfortu
pacjenta i jego bezpieczenstwa, co umozliwi¢ by moglo zastosowanie takiej metody zar6wno
w badaniach profilaktycznych, jak 1 monitorowaniu spersonalizowanej terapii.

Pomimo tych cech niewiele jest tzw. testéw oddechowych uzywanych w praktyce
klinicznej. Zaliczy¢ do nich mozna m.in. test oddechowy do diagnozy zespotu rozrostu
bakteryjnego jelita cienkiego (SIBO, ang. Small Intestinal Bacterial Overgrowth) poprzez
pomiar stezenia wydychanego wodoru (> 20 ppm) i metanu (> 10 ppm) w wydychanym
powietrzu po spozyciu przez pacjenta okreslonego cukru (laktulozy lub glukozy); wykrywanie
bakterii Helicobacter pylori w przewodzie pokarmowym poprzez wykrycie znakowanego
izotopem '*CO» po spozyciu mocznika znakowanego '*C, rozkladanego przez bakteryjne
ureazy, czy np. wspomagajacy test przy diagnozie astmy przez pomiar st¢zenia tlenku azotu
(NO) w oddechu, jako markera stanu zapalnego drég oddechowych. Niemniej jednak, pomimo
licznych badan, do dzisiaj nie ma testu oddechowego o potwierdzonym znaczeniu klinicznym
pozwalajgcego na rozpoznanie wczesniej wymienionych, najczestszych chorob uktadu
oddechowego, tj. nowotworu pluc, POChP 1 bakteryjnego zapalenia ptuc. Wynika to ze stopnia

skomplikowania badan metabolomicznych, w ktérym wskazanie konkretnych biomarkeréw
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umozliwiajacych funkcjonalny odczyt aktywnosci stanu chorobowego jest ztozonym procesem,
wymagajacym wieloetapowego procesu walidacyjnego, uwzgledniajacego m.in. bezsprzeczng
identyfikacj¢ samych analitow, udowodnienie ich istotnosci (i swoistosci) biologicznej
wzgledem rozpatrywanej choroby, zbadanie czynnikéw wptywajacych na ich stezenia oraz
potwierdzenie klinicznego znaczenia na odpowiedniej populacji pacjentow.

Jednym z podstawowych modeli w pierwszym etapie takiego postgpowania sa
eksperymenty in vitro, przeprowadzone w odpowiednio dobranych warunkach, z uzyciem np.
linii komoérkowych, hodowli bakteryjnych lub grzybicznych. Na tym etapie mozliwe jest
precyzyjne przypisanie zidentyfikowanych zwigzkéw chemicznych do konkretnego zrodta np.
szczepu bakterii lub linii komoérek nowotworowych, a takze scharakteryzowanie czynnikow
wplywajacych na ich metabolizm (np. dostepno$¢ réznych substratow, dodatek do hodowli
okreslonego leku). Modele te stanowig zaledwie wstgpng aproksymacje potencjalnych
biomarkeréw, w warunkach petnej kontroli zmiennych biologicznych i wymagaja dalszego
potwierdzenia w badaniach ex vivo, w ktorych analizie poddany jest material biologiczny
pozyskany klinicznie, najlepiej wydzieliny lub tkanki ludzkie pobrane w trakcie zabiegow
chirurgicznych. Wyniki tych eksperymentow zyskuja dodatkowe znaczenie, jesli oprocz tkanek
zmienionych chorobowo badane s3 dodatkowo proby referencyjne tkanek zdrowych. Etap ten
stanowi pomost pomi¢dzy modelem kontrolowanym, a rzeczywistoscig kliniczng. Umozliwia
on ocen¢ czy metabolity zidentyfikowane w eksperymentach przeprowadzonych w
optymalnych warunkach moga by¢ wykryte réwniez w bardziej ztozonych probkach
biologicznych, przy duzej zawarto$ci zaro6wno substancji interferujacych (utrudniajacych
analize) jak 1 modulujacych stezenia metabolitow (enzymy, komorki uktadu odpornosciowego).
W wigkszosci przypadkoéw, koncowag fazag badan metabolomicznych (w zasadzie juz
metabonomicznych) jest potwierdzenie zwigzku migdzy wstepnie wyselekcjonowanymi
analitami a rozpatrywanym stanem chorobowym pacjenta, co mozliwe jest tylko poprzez
badania in vivo na odpowiednich grupach pacjentéw. Kazdy z tych etapdw: wstepne badania in
vitro, translacyjne ex vivo 1 kliniczne ewaluacje in vivo wymagaja prawidtowo dobranych 1
zoptymalizowanych procedur analitycznych. Przy ich opracowaniu czgsto niezbgdna jest
daleko idaca modyfikacja dostgpnych technik, jednak z zachowaniem petnej kompatybilnos$ci
zarowno do badanej probki, jak i1 instrumentdéw analitycznych oraz wysokiego poziomu
ekstrapolacji in vitro — in vivo.

Omowiona powyzej struktura badan zostata w petni zaadaptowana w niniejszym cyklu
habilitacyjnym, determinujac jego podziat na kolejne etapy, mianowicie:

Etap 1 - Fundamenty biologiczne lotnych metabolitow jako potencjalnych biomarkerow
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Etap 2 - Rozw06j metodologii analitycznej

Etap 3 - Metabolomika mikroorganizméow w modelach in vitro i ex vivo

Etap 4 - Translacyjne badanie kliniczne

Czasami jednak, pomimo poprawnosci koncepcji i planu badan, zatozone cele

badawcze, zwlaszcza w czesci klinicznej, sg jedynie cze$ciowo zrealizowane, bowiem na tym
wlasnie etapie ujawniaja si¢ wszystkie ograniczenia translacyjne, od wptywu zmiennosci
miedzyosobniczej, przez obecno$¢ innych (niz patofizjologiczne) endogennych zrédet
metabolitow, chorob wspotistniejacych, po czynniki interferujace z otoczenia klinicznego
(egzogenne artefakty). Pilotazowe badania kliniczne ukaza¢ tez mogg ograniczenia
metodologiczne czy niewystarczajaca wiedzg biologiczng, co sktania do usprawnienia
warsztatu analitycznego (zwlaszcza technik poboru 1 przygotowania probek) oraz ponownego
rozpatrzenia aspektow biologicznych (przeprowadzenia dodatkowych eksperymentdéw in vitro
/ ex vivo), celem doktadnego zweryfikowania zwigzku migdzy oznaczanymi metabolitami a
danym procesem patofizjologicznym. W efekcie, badania metabolomiczne, a wigc i
prezentowany tu cykl habilitacyjny, czgsto nie maja chronologicznie liniowej struktury, lecz

uktad spiralny, wzajemnie si¢ uzupelniajacych eksperymentdw.

Etap 1 - Fundamenty biologiczne lotnych metabolitow jako potencjalnych biomarkerow

[A-1]:
Comparative analyses of volatile organic compounds (VOCs) from patients, tumors and

transformed cell lines for the validation of Ilung cancer-derived breath markers
Journal of Breath Research 8 (2014) 027111, doi:10.1088/1752-7155/8/2/027111

Podczas mojego zatrudnienia w latach 2012-2014 w Austriackiej Akademii Nauk oraz
instytucie badawczym ONCOTYROL — Center for Personalized Cancer Medicine GmbH, a
jednoczesnie pracy w grupie badawczej Prof. Antona Amanna (zatozyciela Migdzynarodowego
Stowarzyszenia Badan Oddechu — IABR, International Association for Breath Research)
mialem przyjemnos$¢ uczestniczenia w pionierskich projektach naukowych skupionych na
zastosowaniu analizy oddechu w diagnostyce raka pluc. Dzigki temu pozyskatem cenng wiedze
1 umiejetnosci w pracy z roznymi technikami spektrometrii mas (SIFT-MS, PTR-MS, IMS)
oraz technikami ekstrakcyjnymi dla analiz off-line (GC-MS), a takze planowaniu i
wykonywaniu wysoce interdyscyplinarnych badan, réwniez klinicznych. Jednym z tych
przedsigwzie¢ byl projekt Oncotyrol Phase II, Area 1: Biomarker and Drug Target
Identification (bedacego czeScig austriackiego programu COMET), w ramach ktorego



zaproponowatem koncepcje spojnego modelu, umozliwiajagcego wykazanie nowotworowego
pochodzenia lotnych metabolitéw poprzez réwnolegla analiz¢ trzech poziomow biologicznych:
hodowli komoérkowych, tkanek phluca oraz oddechu pacjentow. W celu tak pojetej
wielopoziomowej ewaluacji biomarkeréw LZO, dla kazdej z trzech wymienionych matryc
biologicznych planowalem pozyskanie badanej proby ,,nowotworowej” i referencyjnej proby
kontrolnej (nienowotworowej). Z racji, iz eksperymenty in vitro z liniami komérkowymi
nowotworu pluc (A549, CALU-1, NCI-H1666, NCI-H2087) oraz ich nienowotworowymi
komorkami referencyjnymi (nabtonka oskrzeli HBEpC 1 ludzkich fibroblastow hFB)
ukonczone zostatly (i opublikowane) jeszcze w trakcie mojego doktoratu (hodowle 3D, ktore w
najwickszym stopniu odzwierciedlaja namnazanie 1 metabolizm nowotwordéw), plan
sprowadzat si¢ do wykonania eksperymentow ex vivo z tkankami pluca (zdrowego i
nowotworu) pobranymi od tego samego pacjenta (donora) podczas operacji lobektomii oraz
badan in vivo z oddechami pacjentéw raka phluc i odpowiednio dopasowanej grupy kontrolnej
0s6b zdrowych. Po przedyskutowaniu planu z moimi mentorami: Prof. Jakobem Troppmair’em
i Prof. Antonem Amannem, w tym aspektow zapewnienia i sprawdzenia zywotnosci tkanki
podczas transportu 1 przygotowania do ekstrakcji, a takze korygowania stezen LZO w
oddechach wzgledem powietrza inhalowanego (jeszcze przed poréwnaniem oddechéw obu
grup pacjentow), otrzymalem od nich zgode¢ na przeprowadzenie badan.

Celem zachowania pelnej spojnosci analitycznej dla catej wielopoziomowej ewaluacji
biologicznego pochodzenia metabolitow, z zachowaniem statych zakreséw limitow detekcji 1
rozdzielenia chromatograficznego (wplywajacego na identyfikacje LZO), protokot
metodologiczny zostat w miar¢ mozliwosci jak najbardziej ujednolicony (zaréwno pod
wzgledem analizy instrumentalnej, jak 1 statystycznej). Do ekstrakcji wszystkich probek
uzywatem zawsze tego samego sktadu rurek wielosorbentowych (Tenax TA — Carboxen 569 —
Carboxen 1000), a do analizy instrumentalnej uzylem jednej metody uwaznie dobierajac
warunki analityczne, w tym optymalizujgc parametry desorpcji termicznej, krioskupiania i
wtornej desorpcji, programu temperaturowego kolumny GC dla osiggnigcia najlepszej separacji
chromatograficznej i parametry detekcji spektrometrem mas. Korzystajac z tego samego
aparatu TD-GC-MS, przeprowadzitem analizy chromatograficzne wszystkich zebranych
probek oraz osobne analizy wzorcow celem potwierdzenia czasow retencji dla prawidlowe;j
identyfikacji metabolitow, a takze kalibracji dla ilo§ciowego oznaczenia wybranych zwigzkow.
Ponadto uczytem, a potem nadzorowatem prace wspotpracownikow (A. Filipiak, A. Sponring)

w zakresie interpretacji danych chromatograficznych.
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Pozyskanie tkanek pluc umozliwili mi chirurdzy Prof. Thomas Schimd i Dr Paolo
Lucciarini z Kliniki Chirurgii Wisceralnej, Transplantacyjnej i Klatki Piersiowej Szpitala
Uniwersyteckiego w Innsbrucku. W tym celu udawatem si¢ do sali operacyjnej i obserwowatem
zabiegi lobektomii, aby w odpowiednim momencie osobiscie odebra¢ tkanki pluc od
wszystkich pacjentow wiaczonych w badania (n=14), zabezpieczatem je w przenosnej tazni
lodowej i transportowatem je do patologa (Porf. Bettina Zelger) celem wyodrebnienia czesci
uzytecznej do dalszych badan metabolomicznych. Otrzymane od patologa probki tkanek ptuc
(nowotworowe 1 zdrowe) wstepnie obmywatem a nastgpnie umieszczatem w zimnym
roztworze PBS, dodatkowo przechowywanym w lodzie (celem zahamowania lub przynajmnie;j
znacznego spowolnienia metabolizmu przy niskiej temperaturze 0°C oraz wyplukania
pozostatosci metabolomu zewnatrzkomoérkowego z krwi — aby unikng¢ kontaminacji probki
przez metabolity pochodzace z innych Zrédel niz badana tkanka). W ciggu 30 minut od
chirurgicznej resekcji tkanka byla juz przeze mnie przyniesiona do laboratorium, gdzie
natychmiast poddawatem ja ekstrakcji LZO. Zywotno$¢ tkanek po zakonczonej ekstrakcji LZO
oznaczono w pilotazowym badaniu za pomoca mikroskopii konfokalnej dzigki uprzejmosci dr
Martina Hermanna z Uniwersytetu Medycznego w Innsbrucku. Uzywajac metody barwienia za
pomoca SYTO16 (barwnik zielony) wszystkich jader komorkowych w tkance w odniesieniu
do barwienia jodkiem propidyny (barwnik czerwony) tylko jader martwych komorek,
potwierdzono, ze ponad 75% komorek w tkance ptuc przezyto calg procedure analityczng.

Ekstrakcja LZO z tkanek pluc wymagata eksperymentalnego systemu, ktory
samodzielnie zaprojektowatem i skonstruowatem, a protokot analityczny zoptymalizowaltem
bazujac na uprzednio przeprowadzonej szczegotowej charakterystyce zarowno sorbentow, jak
1 sposobow redukcji sorpcji wody. Drugi z wymienionych czynnikow mial szczegolne
znaczenie, ze wzgledu na zastosowane do ekstrakcji weglowe sita molekularne (Carboxen 569,
Carboxen 1000), charakteryzujacych si¢ wysoka wydajnoscig sorpcji dla bardzo lotnych
(niskoczasteczkowych) LZO, ale tez znaczng adsorpcja wody, ktora powoduje szereg efektow
niepozadanych na kazdym etapie analizy: poczawszy znacznego zmniejszenia wydajnosci
sorpcji (wysycenie sorbentu, wypieranie analitow juz zaadsorbowanych), przez problemy z
desorpcja termiczng (tworzenie lodu w putapce do krioskupiania desorpbowanych z rurki
analitow, awaryjno$¢ zawordOw magnetycznych split-splitless), problemy z rozdziatem
chromatograficznym (ryzyko uszkodzenia fazy stacjonarnej kolumn PLOT, przesunigcia
czasOw retencji utrudniajace identyfikacje analitow), na problemach z detekcjg konczac
(zaklocenie ptomienia w FID, oksydacja filamentow w Zrédle jonéw MS i szybkie skracanie

czasu pracy powielacza elektronow w MS). Sposrdd przetestowanych przez mnie metod
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redukcji sorpcji wody wybratem opcje ,,dry-dilution”, w mysl ktérej strumien gazu no$nego
przeplukujacego faze nadpowierzchniowa probki zamknigtej w szklanej fiolce (tzw. DHS,
Dynamic Headspace Sampling) jest nastepnie rozcienczany (tu: w stosunku 1:6) suchym gazem
obojetnym o wysokiej czystosci. Aby wykluczy¢ zanieczyszczenie badanej probki i uniknaé
nekrozy tkanki ptuc, jako gazu nosnego do DHS uzyto syntetycznego powietrza o czystosci 5.5
dodatkowo oczyszczanego na filtrach Supelcarb, za$§ do ,,dry-dilution” uzyto azotu czystosci
6.0 dodatkowo oczyszczonego na ztozu weglowych sit molekularnych (Carboxen 1000). Linie
transferowe (kapilary wykonane z inertnego chemicznie teflonu) utrzymano w podwyzszone;j
temperaturze 40 °C, aby zapobiec kondensacji wody i1 ubytkowi analitow polarnych.
Rozcienczenie probki headspace suchym azotem pozwolilo na zmniejszenie wilgotnosci
wzglednej adsorbowanej mieszaniny gazow ponizej wartosci progowej charakterystycznej dla
danego weglowego sita molekularnego, zapobiegajac kondensacji wody w rozwinigtej
strukturze mikroporowatej powierzchni sorbentu. W rezultacie nie tylko wyeliminowano w/w
niepozadany wptyw wody na analiz¢ instrumentalna, lecz tez zwigkszono wydajno$¢ sorpcyjna
ztoza (brak wysycenia, brak wypierania zaadsorbowanych LZO).

Kolejnym wyzwaniem metodologicznym niniejszej pracy zapewnienie prawidlowego
poboru probek, nie tylko poprzez zastosowanie protokotu uwzgledniajacego wptyw aktywnosci
fizycznej na sktad wydychanego powietrza (przebadany w moich poprzednich pracach), ale
takze stworzenie zupelnie nowego, pionierskiego urzadzenia do zautomatyzowanego
pobierania oddechu (BSD, Breath Sampling Device), ktdre po raz pierwszy przetestowano w
warunkach klinicznych. Urzadzenie to generowalo podcisnienie w komorze, w ktorej
zamkniety byt worek tedlarowy podtaczony za pomoca ogrzewanych, teflonowych kapilar do
ustnika, przy ktorym poditgczony byl czujnik podczerwieni (IRMA, InfraRed Mainstream
Analzyer) do pomiaru st¢zenia CO: w strumieniu gazu w czasie rzeczywistym. Przy
przekroczeniu warto$ci progowej stezenia wydychanego CO:, mikroprocesorowy sterownik
otwierat elektrozawory wbudowane w teflonowe linie transferowe, umozliwiajgc pobranie do
worka tedlarowego tylko czesci pecherzykowej wydechu (tzw. end-tidal air) w sposob
powtarzalny i niezalezny od reakcji operatora. Istotnym aspektem byly dwa tryby pracy
urzadzenia BSD: (1) pobieranie oddechu po przekroczeniu statego progu (okreslanego przez
operatora) stezenia CO2 w wydychanym powietrzu lub (2) malejacej jego zawartosci, po
przekroczeniu >80% stezenia CO> z poprzedzajacego oddechu. Drugi wariant okazat si¢
szczegOlnie przydatny u pacjentow z niewydolnos$cig oddechowa, zwlaszcza u 0sob starszych.
W niniejszym badaniu poréwnatem dwie techniki pobierania oddechu: metoda klasyczng za

pomoca zwyktej plastikowej stomki (bez kontroli CO2) i za pomoca nowo skonstruowanego
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urzgdzenia BSD. W tym celu pobrano prébki oddechu od 28 zdrowych wolontariuszy, przy
czym parametry procedury analitycznej (dotyczace transportu workoéw tedlarowych do
laboratorium, ekstrakcji LZO na rurkach sorpcyjnych i analizy GC-MS) byly we wszystkich
analizach identyczne, a jedyna rdznica miedzy poréwnywanymi grupami dotyczyta tylko
sposobu poboru prébki oddechu. Zgodnie z przedstawionymi w pracy wynikami, metoda
wykorzystujagca BSD pozwalata wykry¢ wigksza liczbe LZO w oddechu (176 zwiazkow
obecnych w przynajmniej 10% badanych probek, wobec 152 zwigzkoéw dla probek pobranych
klasycznie). Co wiecej, ilosci az 38 sposrod tych analitow byly statystycznie wyzsze w
probkach oddechéw pobranych z BSD niz probkach powietrza mieszanego pobranego bez
kontroli CO; (w tym takze metabolitow oznaczanych w tkankach pluc w badaniach ex vivo).
Roéwniez czestotliwosé wykrywania zwiazkéw w oddechu byta wyzsza, gdy probki pobierano
z uzyciem BSD. Z drugiej strony, zaobserwowano 25 zwigzkow na istotnie wyzszych
poziomach w probkach pobranych klasycznie, jednak w wigkszosci byly to znane artefakty
egzogenne lub zanieczyszczenia powietrza w pomieszczeniach (chlorowane i fluorowane
weglowodory, zwigzki aromatyczne, itp.).

Na podstawie przeprowadzonego poréwnania technik, wnioskowaé nalezy, iz
pobieranie oddechu nowo opracowanym urzadzeniem zwigksza reprezentatywno$¢ i
poréwnywalnos$¢ wynikow - do worka tedlarowego trafiala bowiem ta sama fizjologicznie faza
powietrza pecherzykowatego (end-tidal air) zapewniajac znaczng redukcje zanieczyszczen
egzogennych z objetosci martwych gornych dréog oddechowych, a zarazem wigksza czuto$¢
analizy $ladowych ilo$ci endogennych LZO 1 ich spdjnos$¢ z pozostatymi matrycami. Z kolei
zastosowanie zoptymalizowanej metody ekstrakcji na ztozu wielosorbentowym z jednoczesng
redukcja sorpcji wody pozwalata na rownoczesng detekcje zwigzkow o szerokim zakresie masy
czasteczkowej, polarnosci 1 lotno$ci, wystepujacych w stezeniach §ladowych (w zakresie ppt—
ppb) z wysoka powtarzalnosciag (<10% RSD). Wobec powyzszego w pilotazowych badaniach
klinicznych, ktorych celem byla analiza poréwnawcza metabolitow w oddechach pacjentow z
nowotworem ptuc 1 0séb zdrowych, probki oddechu pobierano za pomocg nowo opracowanego
urzadzenia BSD.

Lacznie 36 pacjentow z nowotworem pluc zostalo wyselekcjonowanych przez dr
Huberta Denza i dr Herberta Jamniga w Katedrze Pneumonologii w Natters Szpitala
Uniwersyteckiego w Innsbrucku (Austria) na podstawie pozytywnych wynikoOw obrazowania
technikami CXR, CT lub PET/CT oraz badania histologicznego (plwocina, bronchoskopia lub
biopsja), a wszystkie probki oddechu pobieratl dr Alex Pizzini (z tej samej jednostki). Grupa
kontrolna oséb zdrowych obejmowata 12 mezczyzn (22—87 lat) i 16 kobiet (22—-78 lat) bez
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chorob ani urazow ptuc. Kryteriami wykluczenia dla obu grup byty: wczesniejsze chirurgiczne
wyciecie guza (segmentektomia lub lobektomia) oraz czynne palenie papierosow.

Z racji, iz tematem przewodnim artykutu byta analiza LZO emitowanych z tkanek ptuc,
a pozostale matryce biologiczne traktowano jako dodatkowe potwierdzenie nowotworowego
pochodzenia zwigzkow, dyskusja sprowadzala si¢ tylko do lotnych metabolitéw pierwotnie
wykrytych w tkankach ptuc, pomimo iz ilo$¢ zwigzkéw wykrywanych w probkach oddechéw
byta znacznie wigksza (ponad 100 zwigzkéw na kazda probke oddechu).

Poréwnujac 14 par tkanek ptucnych (nowotworowych i zdrowych) pobranych podczas
operacji lobektomii, zidentyfikowatem tacznie 39 zwigzkow, sposrod ktorych 25 zwigzkow
wykryto w przynajmniej 50% populacji probek. Obliczenia statystyczne, wykonane przez mgr
Clemensa Agera, wykazaly, ze sposrod 30 zwigzkoéw, ktorych ilosci w probkach headspace
tkanek nowotworowych byly wigksze niz w kontrolnych tkankach zdrowych, statystyczna
istotno$¢ (p<0.05 testu Kruskal-Wallisa) zaobserwowano dla 6 metabolitow: etanolu, pirydyny,
2-hexanonu, 4-methylheptanu, acetaldehydu i1 n-oktanu. Najwazniejsza obserwacja bylo petne
pokrywanie si¢ profilu metabolitow we wszystkich trzech matrycach biologicznych (komorki,
tkanki, oddechy) dla etanolu i1 n-oktanu, przy czym statystycznie istotnie wyzsze stezenia tych
metabolitow stwierdzono zawsze probkach nowotworowych, w porownaniu z kontrolnymi
probami zdrowymi (dla kazdej z matryc). Co istotne, zwigzki te byty juz wczesniej sugerowane
w literaturze jako powigzane z nowotworem (ptuc, ale tez watroby), przy czym doniesienia te

bazowaly tylko na pojedynczej matrycy biologiczne;.

Nalezy jednak zwrdci¢ uwage rowniez na pozostate lotne metabolity, ktorych zgodnos¢
nie byla pelna pomigdzy wszystkimi trzema poziomami biologicznymi (in vitro, ex vivo, in
vivo). Doskonalymi przyktadami tej grupy zwigzkow sg 2-metylo-1-penten, 4-metylooktan i
2,4-dimetyloheptan, dla ktérych zaobserwowano dobrag zgodno$¢ migdzy eksperymentami ex
vivo (tkanki) i1 in vitro (linie komorkowe), lecz ich poziomy in vivo (w oddechach) nie osiggnetly
statystycznie istotnej réznicy pomiedzy pacjentami z rakiem pluc, a osobami zdrowymi.
Roéznice te sg spodziewane 1 biologicznie uzasadnione, gdyz wynikaja z odmiennych warunkow
fizjologicznych 1 metabolicznych panujacych w hodowlach komorkowych, w tkance
nowotworowej oraz w calym organizmie ludzkim. W warunkach in vitro profile LZO
odzwierciedlaja jedynie cze$¢ rzeczywistych procesoOw zachodzacych w tkance, gdyz
metabolizm komodrek nowotworowych przebiega w optymalnych warunkach: nieograniczonym
dostgpem do tlenu i1 skladnikéw odzywczych oraz §rodowisku pozbawionym zitozonych

interakcji z komorkami granicznymi guza czy ukladem immunologicznym. Z kolei w
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warunkach ex vivo, a zwlaszcza in vivo metabolizm komorek jest modulowany przez kwasowe
mikrosrodowisko nowotworu, stan zapalny 1 stres oksydacyjny czy w koncu niedotlenienie
wewnatrz guza, ktore przekierowuja cate szlaki metaboliczne, np. w kierunku pozyskania
energii z glikolizy (efekt Warburga) dostarczajacej dodatkowo substraty do syntezy nowych
czasteczek, co wspiera szybki wzrost nowotworu. Ponadto, w organizmie zywym, ste¢zenia
LZO w oddechu sg dodatkowo determinowane przez dyfuzj¢ w tkance, rozpuszczalno$s¢ w
ptynach ustrojowych, a takze metabolizm wtérny i eliminacje w narzadach (gldwnie watrobie).
W efekcie, wiele metabolitow nowotworowych powstajacych lokalnie w komoérkach nie osigga

w oddechu st¢zen mozliwych do detekcji.

Dlatego, mimo iz populacja badanych probek (zaré6wno tkanek jak i oddechow od
pacjentdw) byta w niniejszej pracy stosunkowo niewielka, to uzyskane wyniki jednoznacznie
wskazuja, ze zastosowanie wielopoziomowe] ewaluacji jest stuszng strategia potwierdzenia
biologicznego zwigzku lotnych metabolitow z procesami patofizjologicznymi (tu: rozwojem
nowotworu). Przypadek pirydyny, n-nonanu czy 2,3-butanedionu jasno wskazuje nowiem, iz
sam eksperyment in vitro z liniami komoérkowymi, moze by¢ niewystarczajacy dla wskazania
kandydata na biomarker i dopiero potwierdzenie na innych matrycach biologicznych — jak
zaprezentowane tu oddechy i tkanki ptuc pozyskane od pacjentéw z nowotworem — dostarcza
dowodéw na zwigzek danego metabolitu z patogenezg choroby. Z drugiej strony, catkowita
zgodnos$¢ profili — zaobserwowana dla etanolu 1 n-oktanu — powinna by¢ interpretowana jako
bezsprzeczne potwierdzenie biologicznego pochodzenia tych zwigzkow (lecz niekoniecznie

jedynego), a tym samym ich potencjalnej wartosci translacyjne;.

Niniejsza praca dostarcza wigc bezposredniego argumentu do kontynuacji badan
zarowno w kierunku kolejnych eksperymentdw ex vivo z materialem ludzkim oraz in vitro z
lintami komorkowymi, celem rozszerzenia portfolio znanych metabolitow pochodzenia
nowotworowego (vide: pirydyna, butanedion), ale tez w kierunku rozwoju nowych technik
ekstrakcyjnych, celem zwigkszenia czutosci metody analitycznej 1 wykrycia zwigzkow na ultra-

sladowych stezeniach w probkach (vide: stezenia wydychanego 2-metylo-1-pentenu).

Z powyzszych wzgledow, uznaé nalezy, iz praca [A-1] stanowi podwaliny dla catego
cyklu habilitacyjnego, definiujac model ewaluacji biologicznego znaczenia lotnych
metabolitow 1 ich powigzania z procesami chorobotworczymi. Publikacja ta ustanowita
pierwsze standardy analityczne 1 metodologiczne (rozwijane jeszcze w kolejnych pracach), a

jej wartos¢ zostata doceniona przez srodowisko naukowe, ktore cytowato niniejszy artykul w
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przeszto 130 innych artykutach. Przede wszystkim jednak, praca [J Breath Research 2014]
zapoczatkowata koncepcj¢ integracji wynikéw z hodowli komorkowych, materiatow
biologicznych wyizolowanych od pacjentéw oraz oddechow pacjentdow w spojna rame
translacyjng, ktora to koncepcja zostata przeniesiona przeze mnie na obszar chorob zakaznych
1 wykorzystana w kolejnych etapach cyklu habilitacyjnego (analiza metabolitow bakteryjnych
w infekcjach szpitalnych).

[A-2]:

Analysis of volatile organic compounds in the breath of patients with stable or acute
exacerbation of chronic obstructive pulmonary disease

Journal of Breath Research 12 (2018) 036002; doi: 10.1088/1752-7163/aaa4c5

W przypadku drugiej z choréb drég oddechowych rozpatrywanych w niniejszym cyklu
habilitacyjnym, czyli przewlektej obturacyjnej choroby ptuc, faza zaostrzenia AECOPD (ang.
Acute Exacerbation of Chronic Obstructive Pulmonary Disease) jest spowodowana
gwaltownym nasileniem stanu zapalnego w drogach oddechowych wywotujacym zwigkszong
produkcje $luzu i wzrost jego lepkosci oraz obrzgk blony $luzowej, prowadzac do jeszcze
bardziej wzmozonej obturacji i dusznosci. W wigkszosci przypadkow (56-83%) stan zapalny
nasilony jest z powodu infekcji bakteryjnej (Haemophilus influenzae, Streptococcus
pneumoniae, Moraxella catarrhalis) lub wirusowej (Rhinovirus, Influenza virus, RSV,
Coronavirus). W innych przypadkach wyzwalajacym czynnikiem nieinfekcyjnym moze by¢
ekspozycja na zanieczyszczenia powietrza, przerwanie leczenia (nagle odstawienie lekow
rozszerzajacych oskrzela lub glikokortykosteroidow wziewnych) oraz wspotistniejace choroby
(zawal serca, zastoinowa niewydolno$¢ serca, zatorowos$¢ phucna). Okoto 30% stanow
zaostrzenia to przypadki o nieznanej etiologii. Biorgc pod uwage doniesienia literaturowe, wg
ktorych lotne metabolity moga odzwierciedla¢ aktualny stres oksydacyjny, nasilenie procesow
zapalnych czy zaburzenia mikrobiomu i metabolizmu komoérek nablonkowych, postawitem
hipotezg, iz profil LZO w wydychanym powietrzu u pacjentow z AECOPD rdzni si¢ istotnie
od profilu pacjentow ze stabilng postacig choroby oraz od oséb zdrowych, a identyfikacja
specyficznych lotnych metabolitow moze umozliwi¢ opracowanie testu oddechowego o
wartos$ci diagnostycznej. Zatem celem kolejnego pilotazowego badania klinicznego bylto: (1)
prawidlowe zidentyfikowanie lotnych metabolitow w oddechach pacjentéw 1 ilosciowe
poréwnanie ich profili pomiedzy grupami badanymi, (2) zaproponowanie logicznej redukcji
zmiennych (eliminacje LZO zaleznych od czynnikoéw zaklocajacych, takich jak palenie tytoniu

1 zanieczyszczenia Srodowiskowe), (3) wylonienie zwigzkéw lotnych swoistych dla AECOPD
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oraz (4) ocena potencjatu klasyfikacyjnego wyselekcjonowanych zwigzkow w diagnostyce
zaostrzenia POChP. Dodatkowym celem byta (5) modyfikacja protokotu pobierania probek
oddechu poprzez wyeliminowanie workoéw tedlarowych (o limitowanej stabilnosci
przechowywania probki). Analogicznie do poprzedniej pracy w cyklu, rowniez te badania byly
pionierskie w skali globalnej, a omawiany artykut [A-2] (w ktérym petitem rol¢ wspotautora
pierwszego, z réwnorzednym wkladem ,.equal contribution”) byt pierwszym, znanym mi
wowczas, opublikowanym badaniem z chemiczng identyfikacja LZO za pomoca GC-MS, ktore
bezposrednio poréwnato oddech pacjentow z POChP w stanie stabilnym i fazie zaostrzenia,
podczas gdy poprzednie prace skupialy si¢ na rozroéznieniu pacjentéw z POChP od osob
zdrowych lub stosowaly elektroniczne sensory bez identyfikacji LZO w oddechu.

Pomimo, iz artykut zostat ztozony do czasopisma w roku 2017, czyli juz podczas
mojego zatrudnienia w Collegium Medicum UMK w Polsce, calo$¢ badan klinicznych
przeprowadzono jeszcze w Innsbrucku (Austria) w okresie od lutego do lipca 2015r., kiedy
bytem zatrudniony w Uniwersytecie Leopolda Franza na stanowisku Senior Scientist. Badania
te mozliwe byly dzieki wspotpracy z lekarzami: dr Alex Pizzini, dr Johannes Wille, dr
Christoph Tschurtschenthaler, prof. Giinter Weiss 1 prof. Rosa Bellmann-Weiler, pracownikami
Katedry Chorob Wewngetrznych II na Oddziale Chordb Zakaznych, Pneumonologii i
Reumatologii Uniwersytetu Medycznego w Innsbrucku, Austria. tacznie w badaniach
uczestniczyto 30 pacjentéw POChP (16 w fazie stabilnej 1 14 w fazie zaostrzenia) oraz 24
zdrowych ochotnikow. Kryterium wiaczenia obejmowato 2. stopien w klasyfikacji GOLD (ang.
Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease), potwierdzony testem
spirometrycznym by upewnic si¢, ze spetniony jest wymagany stosunek FEV1/FVC<0.7 (gdzie
FEV1 to nasilona pierwszosekundowa obje¢tos¢ wydechowa, a FVC to nasilona pojemnos¢
zyciowa) oraz ze warto$¢ bazowa FEV1 jest <80% warto$ci naleznej (tj. teoretycznej Srednie;j
wartosci FEV1 dla danej pici 1 grupy wiekowej wsrdd zdrowych). Do rozpoznania fazy
zaostrzenia POChP zastosowano kryteria kliniczne (nasilenie dusznosci, kaszlu 1 wydzielania
ropnej plwociny, $wiszczacy oddech) oraz oznaczanie biatka C-reaktywnego (CRP)
niespecyficznie odzwierciedlajacego stan zapalny. Sklasyfikowane stadia GOLD, okreslajace
wytyczne leczenia w zaleznosci od obecnosci objawow i ryzyka zaostrzen, byty rdwnomiernie
roztozone w obu grupach pacjentéw COPD, z najczesciej wystepujacym stadium GOLD IV.
Do pobierania probek oddechu uzyto znacznie zmienionego protokotu, w poroéwnaniu do
poprzedniego badania opublikowanego w [A-1]. Powietrze pgcherzykowe (end-tidal air),
okreslane monitorowanym w czasie rzeczywistym st¢zeniem wydychanego CO., bylo recznie

pobierane do sterylnych szklanych strzykawek o pojemnosci 250ml zamiast do workow
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Tedlarowych. Wyeliminowanie workow (wykonanych z Tedlaru, FlexFoil lub innych) pozwala
znacznie zwigkszy¢ stabilno$¢ przechowywanej probki, a jednoczes$nie zminimalizowac ryzyko
jej zanieczyszczenia. Objetos¢ 400 ml oddechu (pobrana do 2 strzykawek) byta adsorbowana
na jednej rurce sorpcyjnej i traktowana jako jedna probka badana. Pomimo zastgpienia
weglowych sit molekularnych (Carboxen 569 i Carboxen 1000) bardziej hydrofobowymi
grafityzowanymi sadzami weglowymi (Carbotrap B i Carbopack X), rurke sorpcyjng oraz
strzykawki zawierajace probki oddechu (oraz kapilary transferowe) utrzymywano w
podwyzszonej temperaturze (40°C) przez kilka minut przed i w czasie ekstrakcji. Pozwolito to
na wykonanie ekstrakcji probki na rurki sorpcyjne w miejscu jej pobierania (zamiast transportu
w workach do laboratorium) i na znaczne uproszczenie calosci systemu do ekstrakcji znanego
z poprzednich badan (brak koniecznos$ci rozcienczania probki gazem no$nym oczyszczanym
na filtrach) z zachowaniem silnej redukcji sorpcji wody na zlozu sorbentu. Sam proces
ekstrakcji zostal zautomatyzowany za pomocg urzadzenia zaprojektowanego i
skonstruowanego przez mgr. inz. Helmuta Wiesenhofera, a ktorego parametry pracy
(temperatura, objetos¢ 1 predkos¢ przeplywu gazowej probki przez ztoze wybranych
sorbentdw) osobiscie zoptymalizowalem przed rozpoczeciem badan klinicznych.

Warto w tym miejscu nadmieni¢, ze wypracowany w obu pracach Etapu 1. warsztat
analityczny pozwolit na otrzymanie w 2021 r. finansowania z programu Inkubator
Innowacyjnosci 4.0 (nr projektu MNISW/2020/331/DIR) 1 skonstruowanie — we wspotpracy z
firma PAS Technology Deutschland (Magdala, Niemcy) — pionierskiego urzadzenia do
zautomatyzowanego pobierania probek fazy pecherzykowej oddechu, sterowanego
kapnometrig, z jednoczesng ekstrakcjg w czasie rzeczywistym na dwoch rownoleghych rurkach
sorpcyjnych w warunkach peinej kontroli temperatury, predkosci przeptywu 1 objetosci
pobranego oddechu. Zaprojektowanie i skonstruowanie tego przeno$nego urzadzenia, ktore jest
niewatpliwie jednym z wigkszych osiagnie¢ niniejszego cyklu habilitacyjnego (a ktérego
szczegbly opisane sg w zalaczniku nr 4 ,,wykaz osiggnie¢ naukowych”) nie bytoby mozliwe
bez zebrania cennego doswiadczenia w czasie 11 lat mojej pracy w Innsbrucku, wspolpracy z
mgr. inz. Helmutem Wiesenhoferem i wdrazaniu pozyskanej wiedzy w czasie wykonywania
obu badan klinicznych opublikowanych w [A-1] i [A-2].

Pozostajac w kwestii pionierskich rozwigzan analitycznych w niniejszej pracy
wspomnie¢ nalezy, iz w interpretacji wszystkich danych chromatograficznych (oddechy
pacjentow ze stabilnym POChP, zaostrzenia POChP oraz oséb zdrowych) zastosowano
oprogramowanie BreathView™. Program ten — stworzony przez firme Five Technologies GmbH

(Monachium, Niemcy, producenta Spektrometrow Mas z analizatorem czasu przelotu ToF-MS)
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— sprawdzatem (jako Beta-Tester) w ramach zatrudnienia w centrum ONCOTYROL, pod
katem poprawnosci detekcji 1 identyfikacji zwigzkdw. Stworzona przeze mnie baza danych 105
zwigzkOw zawierajacej spektra masowe zmierzone dla substancji wzorcowych i
zsynchronizowane z ich czasami retencji, wykorzystana zostata do trenowania i weryfikacji
procesu dekonwolucji sygnatow spektrometru mas. Ostatecznie program BreathView® osiagnat
peing sprawno$¢ operacyjng w wersji 2.1. i od roku 2015 jest wlasnoscia centrum
ONCOYTROL (wtasciciel licencji).

Wspomniana ilo$¢ 105 zwigzkoéw stanowita pewne ograniczenie badan, gdyz substancji
obecnych w oddechach badanych pacjentow byto wiecej, jednak pierwszoplanowym celem
byla prawidtowa identyfikacja metabolitow jako punkt konieczny do osiggnigcia przed
dalszymi rozwazaniami. Kolejnym istotnym czynnikiem byla redukcja zmiennych, t;.
kilkuetapowa eliminacja LZO (z poczatkowej grupy 105 analitow) zawezajaca koncowe
spektrum do zwiazkéw o mozliwie najwyzszym biologicznym znaczeniu. W pierwszej
kolejnosci eliminowano zwigzki wystepujace w mniej niz 30% oddechéw. Ma to szczegdlne
znacznie dla pacjentow w zaostrzonej fazie POChP, u ktorych ze wzglgdu na mnogo$¢ przyczyn
1 czynnikow etiologicznych wywolujacych ten stan (omdéwionych powyzej) obserwuje si¢
bardzo wysoka réznorodno$¢ miedzyosobnicza. Kolejnym etapem bylo obliczenie tzw.
gradientu alweolarnego (AG, ang. Alveolar Gradient) czyli r6znicy miedzy iloscig danego
zwiagzku w oddechu 1 powietrzu wdychanym z otoczenia (AG = breath - air). Pomimo, iz jest
to dalekie uproszczenie, to jednak powszechnie stosowane, gdyz stopien skomplikowania
procesow zachodzacych w ludzkim organizmie determinujacy ilosciowa dystrybucje LZO do
oddechu pozostaje do dzi§ nieznany. Co istotne, na tym etapie selekcji metabolitow, ujemne
wartosci AG (ilo$¢ mniejsza w oddechu niz otaczajacym powietrzu) nie byly resetowane do
zera, by nie zafalszowal obliczen statystycznych. Obliczone wartosci AG wszystkich
zwigzkoéw uzyto do oszacowania istotnosci statystycznej (,,p” testu ANOVA) dla poréwnania
wszystkich grup pacjentow, pozostawiajac tylko zwiazki z p<0.05 i g<0.05 (gdzie ,,q” to
korekta wspolczynnika fatszywych odkry¢, FDR, dla wielokrotnych porownan). W nastgpnym
etapie wykorzystatem doswiadczenie z moich poprzednich badan nad wplywem czynnikoéw
zewnetrznych, paleniem papierosow i ekspozycja na zanieczyszczenia Srodowiskowe [Filipiak
et al., J. Breath Res. 6 (2012) 036008 (21pp)], do wykluczenia zwigzkow o potwierdzonym
pochodzeniu egzogennym. Poczynione kroki usystematyzowanej redukcji zmiennych
pozwolity zawezi¢ poczatkowa ilos¢ 105 zwigzkow w oddechu do jedynie 16 analitow.
Niemniej, wysoka czesto§¢ wystgpowania zwigzkdw w oddechu nie musi oznaczaé ich

wysokich stezen. Zwazywszy wiec na znikoma informacj¢ biologiczng dla zwiazkéw o
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ujemnym AG, zostaly one zmarginalizowane przez wprowadzenie wartos$ci granicznej AG,

indywidualnej dla kazdego analitu. Jesli jaki§ zwigzek wystepowat czesciej niz w 30% probek

oddechu na poziomie ponizej wartosci granicznej AG, byt on eliminowany z dalszych

rozwazan. Za warto$¢ graniczng gradientu alweolarnego przyjeto wartos¢ ,,0-MAD”, czyli
zerowego AG (AG=0 gdy breath=air) pomniejszong o median¢ odchylenia bezwzglednego
(MAD, Median Absolute Deviation). W ten sposdb zredukowano liczb¢ metabolitow w
oddechu do 12, a przeprowadzona na ich podstawie analiza ROC (Receiver Operating
Characteristic) wykazata 97% poprawnej klasyfikacji pacjentow z zaostrzong fazg POChP
wzgledem fazy stabilnej, przy zachowaniu 91% specyficznos$ci 1 78% czutosci. Po ostateczne;j
redukcji zmiennych tylko do 4 LZO, specyficznych wzgledem pacjentow w fazie zaostrzenia
POChP (tj. n-butan, 2-pentanon, cykloheksanon i 4-heptanon), otrzymano poprawne

zrdéznicowanie obu stanéw POChP na poziomie 92%, z czuto$cig 69% i specyficznoscia 94%.

Obie omowione powyzej prace dostarczyly dowodow, iz analiza lotnych metabolitow
ma bardzo wysoki potencjat diagnostyczny nie tylko w kwestii rozrdznienia grupy osob
chorych od zdrowych, lecz tez pacjentéw bedacych w réoznym stadium jednej choroby. W ten
sposob obie prace wyznaczyly podstawe metodologiczng dla przysztych badan klinicznych
wiaczonych do cyklu habilitacyjnego, skupionych na analizie oddechu pacjentéw krytycznie
chorych, w ktorych bezposrednio zaadaptowano dotychczasowe gldéwne osiagnigcia naukowe,
czyli: koncepcje wielopoziomowej ewaluacji, zmodyfikowang technike pobierania probek

oddechu oraz metodyczng redukcje zmiennych przed statystyczng klasyfikacja pacjentow.

Etap 2 — Rozwoj Metod Analitycznych

[A-3]:
SPME in clinical, pharmaceutical, and biotechnological research - How far are we from

daily practice?
Trends in Analytical Chemistry 115 (2019) 203e213; doi: 10.1016/j.trac.2019.02.029

W  poprzednim etapie cyklu wykazano bezsprzeczng korzy$¢ wynikajacg z
potwierdzenia biologicznego znaczenia oznaczanych analitow w wigcej niz jednej matrycy
biologicznej. Jednak obie poprzednie prace wykorzystywaly dosy¢ skomplikowane systemy do
analiz in vitro oraz ex vivo, wymagajace precyzyjnej kontroli warunkéw doswiadczenia i
potwierdzenia zywotnos$ci tkanki podczas ekstrahowania lotnych metabolitéw. Jest to ich
niewatpliwg zaleta, ale sprostanie tym wymaganiom wymaga zakupu kosztownych czesci

systemu (np. filtry, precyzyjne regulatory przeptywow z elektroniczng kompensacja) lub wrecz
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catej aparatury, jak zastosowana w pierwszej pracy [A-1] mikroskopia konfokalna z
barwieniem. Ukazuje to konieczno$¢ poszukiwania prostszych 1 tanszych technik
ekstrakcyjnych, z zachowaniem odpowiedniej precyzji, doktadno$ci i czutos$ci oznaczania
metabolitow w ztozonej matrycy. Nalezy przy tym zaznaczy¢, iz stosowane dotychczas rurki
sorpcyjne oferuja, ze wzgledu na ilo§¢ wypelniajacych je sorbentdow o roznej sile,
bezkonkurencyjng czutos¢ i zakres analizowanych zwigzkow, ale pod warunkiem uzyskania
duzych obje¢tosci gazowej probki. O ile nie stanowi to zadnego problemu w przypadku analizy
oddechu (lub analiz in vitro w trybie DHS, dynamic headspace sampling), o tyle w przypadku
probek biologicznych, jakimi sg tkanki i wydzieliny ludzkie, jest to powaznym ograniczeniem
ich zastosowania. Wskazuje to na potrzebg rozwoju dodatkowych technik ekstrakcyjnych, lecz
nie w celu catkowitego zastgpienia juz istniejacych, a uzupeknienia warsztatu analitycznego w
zapotrzebowaniu wynikajacym z aplikacji do konkretnej matrycy biologiczne;j.

Dlatego wraz z Prof. Barbara Bojko, uznang ekspertka w dziedzinie metod
ekstrakcyjnych, przygotowaliSmy prace przegladowa omawiajagca wkiad technik
mikroekstrakcyjnych w badania nad lotnymi, pétlotnymi i nielotnymi zwigzkami organicznymi
w biologicznych badaniach in vitro 1 klinicznych in vivo, ze szczegdlnym uwzglednieniem
profilowania metabolitow w celach diagnostyki medycznej. Praca ta nie tylko zestawiala
najwazniejsze osiggni¢cia zastosowan technik ekstrakcyjnych w badaniach medycznych,
farmaceutycznych 1 biotechnologicznych, lecz takze rzetelnie nakreslala ograniczenia i
wyzwania dla wdrazania nowatorskich rozwigzan analitycznych w dalszych badaniach
ludzkiego metabolomu.

Sama struktura publikacji, z podziatem na cz¢$¢ poswigcong zwigzkom lotnym 1 osobng
czg$¢ o analizie zwigzkow pol- oraz nielotnych, wskazuje na fundamentalne ograniczenie
analityczne: brak jednej uniwersalnej techniki do zastosowania zard6wno w chromatografii
gazowej, jak 1 cieczowej. Wynika to z limitowanej stabilnosci 1 podatnosci na degradacje
termiczng (desorpcja w wysokich temperaturach, 200-300°C, w GC) lub chemiczng (desorpcja
rozpuszczalnikiem w LC) sorbentoéw stosowanych jako pokrycia komercyjnych wtokien w
mikroekstrakcji do fazy statej (SPME, Solid Phase Microextraction). Problem ograniczonej
stabilno$ci widoczny byt rowniez w badaniach nad innowacyjnymi materiatami sorpcyjnymi,
takimi jak tlenek grafenu, dla ktérego odpowiednio dobrane warunki syntezy zmieniaja
zawarto$¢ grup funkcyjnych na bazie tlenu (reszty karboksylowe, karbonylowe, hydroksylowe
czy epoksydowe), modulujagc tym samym wilasciwosci sorpcyjne materiatu 1 znaczaco
zwigkszajac czuto$¢ analizy. Niemniej termiczna degradacja tych grup funkcyjnych podczas

wysokotemperaturowe]j desorpcji w dozowniku GC, skutkuje znacznie gorsza precyzja w
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oznaczaniu niskoczasteczkowych LZO w poroéwnaniu z komercyjnymi widknami. Z jednej
strony brak stabilnos$ci chemicznej, a z drugiej sorpcja sktadnikéw obecnych w ztozonych
matrycach biologicznych — takich jak tkanki lub wydzieliny ludzkie — sa gléwnymi
przyczynami znaczacych ograniczen w dostepnosci (zwlaszcza komercyjnej) materialow
biokompatybilnych uzywanych do mikroekstrakcji lotnych zwigzkow organicznych.
Doskonatym przykladem moga by¢ sacharydy, ktéore ze wzgledu na duza ilo$¢ grup
hydroksylowych w swej czasteczce wigza si¢ z sorbentem, a nastgpnie sg rozktadane w
wysokich temperaturach podczas desorpcji termicznej GC, prowadzac do nieodwracalnego
uszkodzenia wtokna SPME (i zanieczyszczenia linera w dozowniku GC). Wigkszg stabilnos¢
maja zloza o bardziej jednorodnej strukturze powierzchni aktywnej, lecz ich ograniczeniem jest
z kolei jest mocno zawezony zakres adsorbowanych LZO, zarowno pod wzgledem wielkosci
czasteczki jak 1 jej polarnosci.

Podjeta w niniejszej pracy przegladowej szczegdlowa charakterystyka problemu
badawczego wskazuje na potrzebe nowej generacji urzadzen mikroekstrakcyjnych, ktore
oferowac powinny zarowno lepsza czuto$¢ analizy, jak i ekstrakcje szerszego zakresu analitow,
lecz przede wszystkich wigkszg stabilno$¢ termiczng i1 chemiczng sorbentéw oraz ich
biokompatybilno§¢ ze zlozonymi matrycami biologicznymi. Tym samym praca ta
uksztattowala kierunek dalszych badan, zwienczonych kolejnymi osiggnigciami naukowymi
wlaczonymi do obecnego cyklu habilitacyjnego [A-4, A-5, A-8]. Nakreslone tu perspektywy
rozwoju byly tez bodZcem do powstania prac spoza cyklu, jak zastosowanie mikroekstrakcji
cienkowarstwowej (TFME, Thin-Film Microextration) do analizy frakcji niezwigzanej
antybiotykow we krwi pacjentow krytycznie chorych [Molecules 2022] czy ogolnodostepnego
protokotu analitycznego jako standardu badan LZO w probkach biologicznych [Green
Analytical Chemistry 2025].

[A-4]:
Application of thin-film microextraction to analyze volatile metabolites in A549 cancer cells
Metabolites 2021, 11, 704; doi: 10.3390/metabo11100704

Scharakteryzowana w poprzedniej pracy technika SPME zapewnia duzg elastyczno$¢ w
zakresie rozmiaru 1 geometrii nosnika oraz rodzaju 1 ilo$ci sorbentu. Jest to fenomenalna zaleta
tej metody, pozwalajaca na dopasowanie urzadzenia do konkretnego zastosowania i
dostgpnosci probek. W mysl tej zasady Bruheim wprowadzit w 2003 r. mikroekstrakcje
cienkowarstwowg (TFME), jako zmodyfikowang wersj¢ SPME. W przypadku widkien SPME,

wicksza ilos¢ fazy stalej skutkowalaby wydluzeniem czasu wymaganego do osiagnigcia
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roOwnowagi, pogarszala efektywnos$¢ desorpcji, zwickszata tlo 1 tzw. ,,bleeding” z materiatu
nos$nika (czyli uwalnianie fragmentow nos$nika w wyniku jego termicznej degradacji w
wysokich temperaturach desorpcji, np. réznej wielkosci cyklicznych siloxanéw z polimeru
PDMS, tj. polidimetylosiloksanu). Jednak w przypadku TFME, urzadzenie ma postac ptaskiej
siatki, co zwigksza drastycznie powierzchni¢ sorbentu, ale nie jego grubos$¢. Dzigki temu
osiggnigcie stanu rbwnowagi jest przyspieszone, a caltkowita wydajnos¢ ekstrakeji, znacznie
zwigkszona. Dalsze usprawnienia tej techniki, poczynione przez Jonathana Grandy’ego w
grupy badawczej Prof. Janusza Pawliszyna w Waterloo (Kanada) polegaly na uzyciu siatki
weglowej, zamiast wykonanej z widkna szklanego, co znacznie zredukowalo emisj¢
zanieczyszczen ze wspomnianego zjawiska bleeding’u. Siatki TFME uzyte w niniejszej pracy
wytworzone byly wtasnie w grupie Prof. Pawliszyna, wg metody J. Grandy’ego (wykonat je dr
Karol Jaroch, podczas swojego stazu naukowego na Uniwersytecie Waterloo w Kanadzie).
Moim zadaniem w niniejszej pracy bylo opracowanie i zoptymalizowanie calego protokotu
analitycznego opartego na ekstrakcji TFME 1 jego uzycie do analizy LZO w prdobkach
biologicznych, jakimi byty linie komérek nowotworowych A549.

Zakres analitow oznaczanych w probce determinowany jest sktadem chemicznym fazy
ekstrakcyjnej, a zatem pierwszym poczynionym przeze mnie krokiem optymalizacji protokotu
byta charakterystyka sorbentow uzytych w testowanych siatkach TFME. W Wiekszosci
przypadkow, sa to te same sorbenty co stosowane w komercyjnych wtoknach SPME, w tym
diwinylobenzen (DVB), carboxen (CXN) i polidimetylosiloksan (PDMS). Kazdy sorbent ma
inng struktur¢ powierzchni, zaréwno pod wzglegdem budowy chemicznej, sieciowania
monomerdw (jesli to polimer organiczny), obecnosci grup funkcyjnych czy porowatosci, ktore
sumarycznie determinujg jego zakres zastosowan. Na przyktad, ze wzgledu na silnie rozwinigtg
struktur¢ mikroporowata (a przez to duza powierzchni¢ sorpcyjng) i obecnos¢ grup funkeyjnych
zawierajacych elektroujemny tlen, carboxen nadaje si¢ idealnie do ekstrakcji zwigzkow wysoce
lotnych, o matej masie czasteczkowej (<150 g/mol). Jednak z tego samego powodu, wigksze
czasteczki (zwlaszcza zawierajgce grupy funkcyjne odpowiedzialne za dodatkowe
oddzialywania z sorbentem, np. n-x, dipol-dipol, wigzania wodorowe i inne), mogg adsorbowac
si¢ zbyt mocno, wrgcz nieodwracalnie, podczas gdy zastosowanie bardzo wysokich temperatur
(>270°C), dla poprawienia ich desorpcji ze zloza, jest wykluczone (pomimo wy$mienitej
stabilnosci termicznej carboxenu) ze wzgledu na degradacj¢ podloza wigzacego sorbent z
nos$nikiem (weglowg siatkg) wykonanego z PDMS. Fakt ten znajduje potwierdzenie w
wynikach niniejszej pracy, gdzie siatki TFME pokryte carboxenem osiggaja najwyzsza

wydajno$¢ ekstrakcji dla wysoce lotnych weglowodoréw niskoczasteczkowych (3-metylo-1-
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buten, izoprene, 2-petnen), ktora jednak maleje ze wzrostem czgsteczki analitu 1 staje si¢
najnizsza (spos$rodd testowanych sorbentéw) dla nonanu i dekanu. Dla tych zwigzkow,
niepolarnych, pozbawionych grup funkcyjnych, w ktorym glowna role odgrywaja
niespecyficzne sity Van der Waalsa, lepsze rezultaty osiggnigto stosujac diwinylobenzen jako
faze ekstrakcyjng. W tym niepolarnym polimerze, oprécz niespecyficznych sit Van der Waalsa,
wazng rol¢ odgrywaja takze oddziatywania n-m analitu z usieciowanymi w strukturze sorbentu
pierscieniami benzenu. Oddzialywania te beda znacznie stabsze dla analitow zawierajacych
polarne grupy funkcyjne z silnie elektroujemnymi atomami, co przeklada si¢ na stabsza
adsorpcje 1 wypieranie takich czasteczek przez zwigzki o wyzszym powinowactwie do
sorbentu. Aby temu zapobiec mozna zmodyfikowa¢ znany sorbent, np. wlaczajac grupy N-
winylopirolidonowe do struktury polimeru DVB. Efektem tej modyfikacji sa czasteczki
zrbwnowazone hydrofilowo-lipofilowo (HLB, ang. Hydrophilic-Lipophilic Balanced), o
zwigkszonej skutecznosci adsorpcji wzgledem utlenionych form LZO. Przeprowadzone
doswiadczenie potwierdza, iz najwyzsza efektywnos$¢ ekstrakcji alkoholi, ketonow i aldehydow
otrzymano wiasnie dla siatek TFME pokrytych sorbentem HLB. Tym samym, sorbent ten jest
rekomendowany do zastosowan o szerokim zakresie, gwarantujac najwyzszg czulo$¢ koncowe;j
analizy dla wigkszo$ci zwigzkow.

Z racji, iz obszarem badan na przestrzeni catego cyklu habilitacyjnego s3a choroby
nowotworowe oraz infekcyjne pluc, praca z niebezpiecznym materialem biologicznym, czesto
zakaznym (hodowle in vitro oraz tkanki 1 wydzieliny ludzkie) stanowig realne ryzyko dla
analityka, zwlaszcza na etapie pobierania i ekstrakcji probki. Dlatego tez zbadatem mozliwosé
zredukowania bezposredniego kontaktu z probkg do absolutnego minimum 1 oszacowatem
wydajnos$¢ ekstrakcji dla trybu probkowania zewnetrznego (EX-HS, ang. External Headspace).
W trybie tym siatka TFME umieszczona jest w rurce szklanej, ktéra za pomoca teflonowej
kapilary polaczona jest z jednej strony z fiolka zawierajaca probke, a z drugiej strony ze
strzykawka, stuzaca do wymuszania dwukierunkowego przeptywu gazowej fazy
nadpowierzchniowej z probki poprzez siatke TFME. Metoda ta skutkowata jednak znacznie
gorsza wydajnoscig ekstrakcji dla kazdego z oznaczanych analitow w pordéwnaniu do
standardowego probkowania wewnetrznego (IN-HS, ang. Internal Headsapace), w ktorym
siatka TFME podwieszona byla wewnatrz szczelnie zamknigtej fiolki zawierajacej probke.
Pomimo, iz w trybie IN-HS probka musiata by¢ przez krotki moment (kilka sekund) otwarta,
co oczywiscie zaburzyto rownowage w uktadzie, to jednak zostata ona szybko przywrdcona w

malej objetosci fazy nadpowierzchniowej z jednoczesnie szybka kinetyka dystrybucji LZO do
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cienkiej warstwy sorbentu o duzej powierzchni, co pozwolito na bardzo wydajna ekstrakcje
analitow z probki.

Kolejnymi zoptymalizowanymi przeze mnie parametrami byly temperatura i czas
ekstrakcji. Zgodnie z oczekiwaniem, utrzymywanie podwyzszonej temperatury w 37°C w
zamknietym ukladzie gwarantuje wyzszg stabilno$¢ catego procesu (w porownaniu do
temperatury ~20°C otoczenia laboratoryjnego) oraz poprawia kinetyke (parowanie i dyfuzje
LZO), przyspieszajac osiggnigcie rownowagi i poprawiajac ogoélng wydajnos¢ ekstrakcji. Z
kolei podczas optymalizacji czasu ekstrakcji pami¢tac nalezy, iz niskoczasteczkowe LZO maja
wysokie preznosci par wiec 1 szybka dyfuzje, dzieki czemu szybko osiaggajg rOwnowage
dynamiczng pomigdzy probka gazowa a faza ekstrakcyjng. W rezultacie najwyzszg skuteczno$é
ekstrakcji tych LZO obserwuje si¢ juz od najkrétszych testowanych czasow. Niemniej, dla
cigzszych zwiazkoéw o mniejszej preznosci par, wydtuzenie czasu ekstrakcji (w podwyzszonej
temperaturze) sprzyja przejSciu ciecz-gaz. Mimo, iz stan réwnowagi migdzy fazami
nieckoniecznie jest osiggni¢ty dla kazdego zwigzku, pozwala to jednak zwickszy¢ ilosé¢
cigzszych czasteczek dyfundujacych w kierunku powierzchni sorbentu, co uwidacznia si¢
zwigkszong wydajnos$cig ekstrakcji dla kolejnych testowanych czasow (10, 20, 35, 60 1 90 min).

Na podstawie przeprowadzonych doswiadczen, ustalitem koncowe parametry ekstrakeji
LZO za pomoca siatek TFME jako: siatki weglowe pokryte sorbentem HLB, ekstrakcja w trybie
IN-HS, w podwyzszonej temperaturze 37°C, przez okres 90 minut. Parametry te zostaty
zastosowane w badaniu emisji LZO z nowotworowych komorek A549 (rak ptuc) w warunkach
in vitro. Bylo to pierwsze na $wiecie zastosowanie urzagdzen TFME pokrytych sorbentem HLB
do ekstrakcji lotnych metabolitow z probek biologicznych. Przeprowadzilem ekstrakcje (oraz
analizy GC-MS 1 interpretacje ich wynikéw) wszystkich probek pobranych z komorek A549
oraz referencyjnego sterylnego medium. Sumarycznie, wykrytem 68 lotnych zwiazkow, a dla
40 z nich zakupilem substancje wzorcowe, dzigki czemu moglem przeprowadzi¢ ich analizy
GC-MS celem jednoznacznego potwierdzenia identyfikacji metabolitow komorek
nowotworowych. Z tej grupy zwigzkow wytypowatem szes¢ metabolitéw, dla ktorych roznice
w stezeniach w probkach headspace z hodowli komoérkowych i referencyjnego medium
osiggnety statystyczng istotno$¢ wg testu U-Manna-Whitney’a. Zastosowany protokot TFME
pozwolit na uzyskanie bardzo niskich limitéw detekcji (sub-ppb), a jednoczesnie bardzo dobrej
liniowosci (R*>0.99) krzywych kalibracyjnych dla tych zwiazkow. Pieé metabolitow byto
produkowanych przez badane komoérki A549, sa to: disiarczek wegla, 2,3-butanodion, pirol,
pirydyne i 2-metylopirazyng, podczas gdy benzaldehyd byl przez komorki katabolizowany

(jego stgzenia byty wyzsze w probkach medium niz komorek).
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Wyniki eksperymentow in vitro z linia komorkowa AS549 pozwolity nie tylko
jednoznacznie zademonstrowaé uzyteczno$¢ analityczng zoptymalizowanego protokotu TFME
do ekstrakcji LZO z probek biologicznych, ale tez dostarczyly kolejnych informacji o
metabolitach zwigzanych z procesami onkogennymi. Potwierdzono bowiem, ze zwigzki takie
jak pirydyna i 2,3-butanedion — ktore wczesniej obserwowano na statystycznie wyzszych
stezeniach w nowotworowych tkankach ptuca wzgledem tkanek zdrowego pluca [A-1] — sa
réwniez produkowane przez nowotworowe komorki A549, jako modelowe dla raka ptuc. Praca
ta byla wazna dla niniejszego cyklu rowniez ze wzgledu na pdzniejsze zastosowanie
opracowanego tutaj protokotu w badaniach ex vivo skupionych na emisji LZO z poptuczyn
oskrzelowo-pecherzykowych pobranych od pacjentéw z respiratorowym zapaleniem ptuc
(vide: publikacja [A-8]). Dodatkowo, protokoét ten jest poddany szczegdtowej charakterystyce
jako ogdlnodostepny standard badania LZO z probek biologicznych opublikowany w Green
Analytical Chemistry 2025 (doi: 10.1016/j.greeac.2025.100242).

[A-5]:
Assessment of thermal and solvent stable SPME fibers for volatilome investigation through
in vitro experiments with cancer cell lines

Analytica Chimica Acta 1378 (2025) 344708; doi: 10.1016/j.aca.2025.344708

W poprzedniej pracy [A-4] podjeto jeden z problemow wskazanych w publikacji
przegladowej [A-3] wytyczajacej kierunki dalszych badan, a mianowicie, dobor sorbentu o
szerokim zakresie ekstrakcji LZO wraz z utworzeniem dla niego protokotu analitycznego
umozliwiajacego analizy §ladowych ilosci analitow (sub-ppb). Kolejne z pozostaltych wyzwan
— wytworzenie uniwersalnego sorbentu stosowalnego zarowno w chromatografii gazowej jak 1
cieczowej, a przy tym biokompatybilnego z matryca biologiczng — s3 adresowane w niniejszej
pracy [A-5]. Wymaganie biokompatybilno$ci dotyczy w wigkszo$ci przypadkow analiz ex vivo,
ale przede wszystkim in vivo, w ktérych zamiast siatek TFME stosuje si¢ wiokna SPME ze
wzgledu na mozliwos¢ bezposredniego wprowadzenia fazy ekstrakcyjnej do tkanki (tzw. direct
immersion). Dodatkowym atutem wilokien SPME jest mozliwo$¢ calkowitej automatyzacji
procesu ekstrakcji w przypadku analiz ex vivo, co przy obecnie znanych rozwigzaniach
technicznych nie jest mozliwe dla siatek TFME.

Bedac wykonawca projektu microl VIVE (PolTur4) odbytem staz naukowy do partnera

naukowego projektu, Prof. Ezel Boyaci z Middle East Technical University w Ankarze
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(bedacego wiodacym osrodkiem naukowym w Turcji). Grupa badawcza kierowana przez Prof.
Boyaci zajmowala si¢ tworzeniem nowej generacji wtokien SPME, w ktorych faze ekstrakcyjna
tworza czasteczki uprzednio scharakteryzowanego sorbentu HLB zanurzone w
poli(tetrafluoro)etylenie (PTFE, nazwa handlowa: Teflon). Wybdr polimeru PTFE nie byt
przypadkowy, bowiem jego bardzo dobra stabilno$¢ termiczna (do 300°C) gwarantuje
wytrzymalo$¢ materiatu w warunkach termicznej desorpcji w dozowniku GC, z kolei stabilnos¢
chemiczna — rowniez wytrzymatos¢ na dzialanie rozpuszczalnikoéw organicznych podczas
desorpcji do analiz LC. Dodatkowo, chemiczna obojetnos$¢ tego materiatu zapobiega sorpcji, a
nawet zwyktej adhezji, wielkoczgsteczkowych sktadnikow matryc biologicznych (np.
peptydow, oligosacharydow) co eliminuje zar6wno problemy podczas ekstrakcji (wysycenie
ztoza, wypieranie zaadsorbowanych analitéw) jak i podczas desorpcji (niepozadane reakcje
chemiczne w wysokich temperaturach — niszczenie wtokna SPME 1 zanieczyszczenie
dozownika GC). Cechy te czynig materiat HLB/PTFE idealnym kandydatem do nowej
generacji faz ekstrakcyjnych — biokompatybilnych z materialem biologicznym, o uniwersalnym
zastosowaniu LC/GC. Moim zadaniem podczas pobytu w Middle East Technical University
bylo scharakteryzowanie wytworzonych widkien HLB/PTFE pod katem ich stabilnoSci,
wykonanie optymalizacji protokotu analitycznego stosujacego nowe widkna do ekstrakcji LZO
ze zlozonej matrycy oraz jego walidacji. Z kolei korzystajac z zasobow 1 doswiadczenia naszej
grupy w Collegium Medicum UMK, wiokna te zastosowalem takze — poprzez analogi¢ z
poprzednimi badaniami — w eksperymentach in vitro z komérkami nowotworowymi, tym
razem linig B16F10 (czerniak) i LL2 (rak ptuc), rozszerzajac wiedze¢ o dodatkowe metabolity
zwigzane z procesami onkogennymi.

W niecelowanej metabolomice majacej wskaza¢ zwigzki bezposrednio powigzane z
procesem chorobotworczym identyfikacja wyrytych analitbw musi by¢ absolutnie
bezsprzeczna. Dlatego pierwszym podjetym krokiem byto okre$lenie, czy nowe wtokna SPME
nie generujg sygnatow pochodzacych z tzw. bleedingu (wspomnianego wczesniej rozktadu fazy
stalej), ktore moglyby zafalszowaé analize $ladowych ilosci zwigzkéw o znaczeniu
biologicznym. Kluczowym etapem dla koncowej stabilnos$ci wytworzonego wtdkna jest proces
sieciowania polimeru, zalezny od zastosowanych warunkéw syntezy 1 poOzniejszego
oczyszczania. W tym celu czasteczki HLB po zakoficzonej syntezie poddano trzem r6znym
procesom oczyszczania: (1) przemywaniu metanolem z filtracja prézniowa 1 pdzniejszym
suszeniu w piecu w 70°C przez 24 godz., (2) przemywaniu metanolem w paracie Soxhleta przez
24 godz. i suszeniu w piecu prézniowym przedmuchanym azotem w temperaturze 210 °C przez

24 godziny, (3) rdwniez przemywaniu metanolem w aparacie Soxhleta przez 24 godz, ale z
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pozniejszym suszeniem w zwyktym piecu w 70°C przez 24 godz. Po tym procesie czasteczki
HLB zmieszano z polimerem PTFE rozpuszczonym w CF-75 (tzw. perfluorocarbon solvent, a
doktadnie: perfluoro-2-n-butyl tetrahydrofuran) i utworzong jednorodng mieszaning (tzw.
slurry) naktadano kilkukrotnie na preciki nitinolowe. Gotowe widkna wygrzewano w
dozowniku GC w temperaturze 250°C przez 1 godz. w celu usuni¢cia wszelkich pozostatosci
rozpuszczalnikdw, monomerdw i inicjatorow mogacych zalega¢ w porowatym materiale fazy
ekstrakcyjnej 1 startowano analiz¢ GC-MS (badajac, jakie zanieczyszczenia uwolnione z
wiokna skumulowaty si¢ na kolumnie GC). Nastepnie dwukrotnie przeprowadzono analize GC-
MS po krotkim, 5S-minutowym, wygrzewaniu widkna w dozowniku GC (250°C) badajac czy
wlokno jest wolne od zanieczyszczen. Uzyskane wyniki wskazaly, iz oczyszczenie czastek
HLB po ich syntezie poprzez samo plukanie metanolem z filtracja prozniowa jest
niewystarczajace, cho¢ po kilkukrotnym wygrzewaniu widkna poziom tla maleje. Z kolei
wtokna przygotowane z czastek HLB oczyszczanych metanolem w aparcie Soxhleta 1
wygrzewane w 70°C okazaty si¢ bardzo czyste juz po pierwszym 1-godzinnym wygrzewaniu,
a po kolejnych krétkich cyklach wygrzewania (5 min w 250°C), widékno byto wolne od
zanieczyszczen umozliwiajac zastosowanie do analiz §ladowych.

W kolejnym etapie zoptymalizowatem temperatury oraz czasy, zardéwno dla adsorpcji
jak 1 dla desorpcji, uzywajac pozywki DMEM z dodanymi substancjami wzorcowymi, aby
nasladowac¢ zlozong matryce biologiczng. Innych parametréw wptywajacych na efektywnos¢
ekstrakcji, takich jak pH czy sita jonowa nie badatem, gdyz ich warto$ci nie moga podlegaé
modyfikacjom w warunkach docelowego zastosowania (tkanki, wydzieliny, hodowle
komorkowe) z powodu ich drastycznego wptywu na procesy zyciowe komorek fatszujacego
naturalny profil LZO. W testowanym przedziale temperatury desorpcji, tj. 230°C, 250°C i
270°C zauwazylem dwa rozbiezne efekty: dla wysoce lotnych matych czasteczek najlepsze
wyniki uzyskano w temp. 230°C, za$ dla wigkszych, mniej lotnych zwigzkow, lepszym
wyborem byta temp. 270°C zar6wno ze wzgledu na wigkszg ilos¢ desorbowanego analitu, jak
1 powtarzalno$¢ procesu. Analogicznie, wydtuzenie czasu desorpcji z 30s do 60s a nawet 120s
w trybie splitless zwigkszato ilo§¢ analitow uwolnionych z widkna i dozowanych na kolumne
GC, poprawiajac czutos¢ analizy. Podobnie, optymalizujac temperature ekstrakcji zauwazytem,
iz zwiazki matoczasteczkowe osiagaja lepsza ekstrakcje w ~20°C anizeli w podwyzszonej
temp. 37°C. Moze by¢ to wytlumaczone przez stabe oddziatywania van der Waalsa matych
czastek z fazg ekstrakcyjng wtokna, ktore sg jeszcze mniejsze po wzroscie energii w wyniku
podwyzszenia temperatury uktadu. Z kolei lekko podwyzszona temperatura nie ma wptywu na

silniejsze oddziatywanie wigkszych czasteczek z sorbentem (dodatkowo: oddziatywania n—m,
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sity dyspersyjne), ale znaczaco przyspiesza ich parowanie i dystrybucj¢ w uktadzie, polepszajac
ich ekstrakcje¢ na widknie. Sposrod testowanych czaséw ekstrakcji wzorcow z medium DMEM
(5, 10, 20, 30 minut), adsorpcja 10-minutowa byta optymalna dla wysoce lotnych zwigzkow
niskoczgsteczkowych (np. furan, siarczek dimetylu), ktore przy dtuzszych czasach ekstrakcji
wypierane byly ze ztoza przez cig¢zsze anality o wyzszym powinowactwie do sorbentu.
Kolejnym etapem badan, ktére wykonalem podczas swojego stazu w Ankarze byta
walidacja zoptymalizowanego protokotu, ktora rozpoczatem od wyznaczenia powtarzalnosci
oznaczania LZO za pomocg tego samego widkna (intra-fiber) oraz réznymi witdknami o tej
samej fazie ekstrakcyjnej (inter-fiber). Dodatkowo, pomiary przeprowadzitem w dwoch
réznych temperaturach desorpcji (230°C i 270°C), aby zbada¢ stabilno$¢ metody (robustness)
pomimo matych zmian w jej parametrach, bowiem koncowa aplikacja — w przeciwienstwie do
optymalizacji 1 walidacji — dotyczy analiz niecelowanych, wigc moze wymagac¢ zastosowania
np. wyzszych temperatur desorpcji lub dluzszych czaséw ekstrakcji. Wyniki wskazaty, iz
uzywajac tego samego wtokna SPME (intra-fiber), mozna osiagnac¢ bardzo dobra precyzj¢ dla
14 z 18 zwigzkéw dodanych do medium DMEM (btedy RSD<10%) dla obu testowanych
temperatur. Jednak porownujac wyniki ekstrakcji z czterech réznych witokien (przygotowanych
w tej samej partii), precyzja byla zauwazalnie gorsza osiagajac RSD<10% dla 11 z 18
testowanych zwigzkéw w temperaturze 230°C i zaledwie 5 LZO w temp. 270°C. Jest to
najpewniej spowodowane matymi réznicami w grubosci fazy ekstrakcyjnej, w porowatosci jej
powierzchni czy mikropgknigciach. Wobec powyzszego zadecydowatem, iz w pozostatych
doswiadczeniach — zaré6wno do walidacji jak 1 koncowej aplikacji — uzywane bedzie jedno
wlokno (tak jak w zautomatyzowanych autosamplerach nabudowanych na system GC-MS).
Selektywno$¢ metody, czyli zdolnos¢ oznaczanie konkretnego analitu w matrycy przy
minimalnej lub Zadnej interferencji sygnalu ze strony pozostatych jej sktadnikow, uzyskano
optymalizujac program temperaturowy kolumny gwarantujacy rozdzielenie chromatograficzne
sktadnikow probki 1 dodatkowy pomiar powierzchni piku dla jedynie wybranego jonu
(charakterystycznego dla zwigzku) sposrod wszystkich mierzonych prze spektrometr mas.
Sposrdd pozostalych parametrow walidacyjnych wyznaczylem zakres liniowo$ci, limity
detekcji, precyzje, doktadnos$¢ i efekt przeniesienia (ang. carry over). Wszystkie te parametry
wyznaczylem na podstawie kalibracji zwigzkdw wzorcowych dodawanych do medium DMEM
aby mozliwie najdoktadniej odzwierciedli¢ ztozono$¢ matrycy biologicznej. W kazdej z trzech
serii kalibracyjnych uzytem szesciu kalibratorow (roztwordw wzorcowych) w zakresie stezen
od 3.4 ng/ml do 880 ng/ml (warto$ci r6znig si¢ dla poszczegolnych analitow). Wspodlczynniki

korelacji liniowej Pearsona w zakresie 0.91 do 0.99 §wiadcza o osiagnigciu satysfakcjonujacej
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liniowosci w badanych zakresie stezen wszystkich wzorcow. Precyzje oraz doktadnos¢
wyznaczylem dla niskiego, $redniego i wysokiego stezenia (nr 2, 4, 6 sposrod uzytych w
kalibracji). Precyzja, odzwierciedlajaca powtarzalnos¢ analizy w tych samych warunkach, byta
w oczekiwanym zakresie (RSD<15%) dla wszystkich zwigzkéw na wszystkich poziomach (za
wyjatkiem oktanalu). Doktadno$¢ — wyznaczona jako stosunek usrednionej powierzchni piku
danego zwigzku (n=3) przy okreslonym stezeniu, do jej wartosci nominalnej obliczonej z
réwnania krzywej kalibracyjnej (dla tego stezenia) — miescila si¢ w zakresie 85% do 115% dla
wiekszosci zwigzkow. Jednym z najwazniejszych parametrow w ewaluacji metody analityczne;j
jest limit detekcji (LOD, ang. Limit of Detection). W moim osobistym przekonaniu, LOD
powinien by¢ wyznaczany na podstawie krzywej kalibracyjnej, uwzgledniajac odchylenie
standardowe linii regresji, zamiast sztywnego parametru S/N=3. W zastosowanym przeze mnie
podejsciu jakos¢ krzywej kalibracyjnej bedzie bowiem miata silny wptyw na obliczone LOD,
zamiast generowacé sztucznie zanizone wartosci tego parametru. Pomimo restrykcyjnych
kryteriow, osiagnigto bardzo niskie wartosci LOD, w zakresie od 2.2 ng/ml dla eteru metylowo
tert-butylowego do 43.3 ng/ml dla siarczku dimetylu. W ostatnim etapie walidacji
wyznaczylem tzw. efekt przeniesienia (carry over) poprzez desorpcje do systemu GC-MS z
wtokna SPME uzytego tuz wcze$niej do pomiaru najwyzszego stezenia calej krzywej
kalibracyjnej (tj. bez wczesniejszego kondycjonowanie wilokna). Wykonane pomiary
potwierdzity brak jakiegokolwiek sygnatu pochodzacego od analitow, swiadczac o kompletne;j
desorpcji z wtokna SPME nawet najwiekszych (testowanych) ilosci LZO.

Zoptymalizowany i zwalidowany protokot ekstrakceji uzytem w eksperymentach in vitro
z liniami komoérkowymi: B16F10 (czerniak) 1 LL2 (rak ptuc), potwierdzajac uzytecznos¢
wytworzonych w Ankarze wiokien SPME nowej generacji. Byla to pierwsza na $wiecie
aplikacja urzadzen SPME wykorzystujacych fazy ekstrakcyjne bazujace na Teflonie do
analizowania lotnych metabolitéw z komoérek nowotworowych. tacznie, wykrytem 33 lotne
metabolity o statystycznie istotnych réznicach stezen w hodowli komoérkowej B16F10 w
poréwnaniu do referencyjnego medium, analogicznie 26 LZO dla komorek LL2. Po raz kolejny
w swych badaniach zaobserwowalem wychwyt (degradacje¢) aldehydow przez komorki
nowotworowe, co jest w petni zgodne z innymi niezaleznymi eksperymentami in vitro (np.
rozklad nonanalu przez komorki gruczolakoraka szyjki macicy HeLa, heksanalu przez komorki
raka watroby HepG2, 1 catej gamy aldehydow przez komorki raka ptuc: CALU-1, NCI-H1666,
Lu7466 1 Lu7387). Analogicznie, inne spo$rod obserwowanych tu zwigzkow byly zglaszane
jako produkowane przez komorki nowotworowe, np. weglowodory (2-metylopentan, 2-metylo-

I-penten, 2,4-dimetylo-1-hepten), etery (tert-butylowo-etylowy i tert-butylowo-metylowy) lub
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ketony (aceton, 2-butanon, 2-pentanon). Rownie interesujacym przedsiewzigciem byto
zbadanie wplywu kombretastatyny A4 (o znanym dziataniu przeciwnowotworowym) na
metabolizm LZO w badanych liniach komérkowych. Okazalo sig, ze efekt taki zaobserwowano
tylko dla komoérek czerniaka B16F10, np. statystycznie istotne obnizenie poziomow
weglowodoréw, zwlaszcza 2,4-dimetylo-1-heptenu. Wpltywu kombretastatyny A4 nie
zaobserwowano jednak wobec komorek raka ptuc LL2. Moze to by¢ zwigzane z og6lnie stabym
wplywem cytostatycznym tej substancji na proliferacje komorek (tylko 5-krotne spowolnienie
wzrostu komorek LL2 wzgledem hodowli czystej), niemniej efekt ten nie zostat wyjasniony.
Podsumowujac badania w niniejszej pracy pokresli¢ nalezy, iz zaproponowany przeze
mnie zoptymalizowany protokét analityczny potwierdza dobrg jako$¢ nowych, bazujacych na
Teflonie, wtokien SPME. Przeprowadzona walidacja wykazata dobra liniowo$¢, precyzje i
doktadnos$¢ oraz bardzo niskie limity detekcji. Wykonane do$wiadczenia in vitro nie tylko
zademonstrowaly pelng uzyteczno$¢ nowych witdkien (i protokotu) do analiz LZO w matrycy
biologicznej, ale tez rozszerzyly wiedz¢ o ich metabolizmie w kolejnych liniach komorek

nowotworowych, a nawet modulacji ich profili w odpowiedzi na zastosowany lek.

Etap 3 — Metabolomika mikroorganizmow w modelach in vitro i ex vivo

Na podstawie obszernego do$wiadczenia zebranego przez 11-letnie zatrudnienie w
Innsbrucku i uczestnictwo w wielu interdyscyplinarnych projektach naukowych, samodzielnie
zaplanowalem 1 przygotowalem peten wniosek o nowy projekt naukowy pt. ,,4dnaliza oddechu
jako nowatorska metoda diagnozowania respiratorowego zapalenia pluc i monitorowania
spersonalizowanej terapii”, ktory ztozytem do Narodowego Centrum Nauki w roku 2017.
Projekt ten miat na celu opracowanie nowej, catkowicie bezinwazyjnej, metody — opartej na
selektywnej analizie lotnych biomarkerow w oddechu — do wczesnej diagnozy bakteryjnego
zapalenia ptuc w potaczeniu z mozliwos$cig identyfikacji patogenu. Hipoteze badawczg stanowi
fakt, iz komorki bakteryjne wytwarzaja wiele lotnych zwigzkow organicznych (LZO), z ktorych
czes$¢ stanowig specyficzne dla danego gatunku lotne metabolity mogace stanowié ,,biologiczny
odcisk palca” $§wiadczacy o obecnosci danej bakterii. Projekt obejmowal swym zakresem
eksperymenty in vitro z bakteriami chorobotworczymi, rozwoj technik (i protokotow)
analitycznych oraz badania kliniczne z pacjentami w stanie krytycznym, wymagajacymi
mechanicznego wspomagania oddychania. Wniosek zostal zaakceptowany i w dniu 2018-09-
24 podpisano umowe¢ o jego finansowaniu w wysokosci 1 758 851 PLN (UMO-
2017/26/D/NZ6/00136). Srodki finansowe przyznane przez NCN umozliwity mi stworzenie na
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Wydziale Farmaceutycznym CM UMK pracowni GC-MS 1 wyposazenie w najnowszy
dostepny wowczas system TD-GC-MS sktadajacy si¢ z chromatografu gazowego Nexis 2030
sprzezonego ze spektrometrem mas QP-2020-NX i wyposazonego dodatkowo w autosampler
do termicznej desorpcji TD-30R (cato$¢ z Shimadzu) wraz z aparaturg dodatkowsa, m.in.
osobnym kondycjonerem rurek sorpcyjnych i licznym wyposazeniem laboratoryjnym
(cieplarki, pompy, regulatory przeptywu, liczne filtry, szkla laboratoryjne i okolo 200
substancji wzorcowych dla poprawnej identyfikacji analitow w analizach GC-MS 1 ich
kalibracji). Poczynione z uzyskanego przeze mnie projektu inwestycje pozwolily na
zrealizowanie licznych, ambitnych 1 zr6znicowanych celow badawczych, ktorych efektem sa
wszystkie pozostale publikacje naukowe omawiane w dalszej czes$ci niniejszego cyklu
habilitacyjnego (za$ sumarycznie jest to 6 z 9 publikacji w tym cyklu).

W 2008 roku Luis Rice zestawil sze$¢ gatunkow bakterii najszybciej rozwijajacych
lekooporno$¢ 1 przez to stanowigcych $miertelne zagrozenie w przypadkach infekcji
szpitalnych (zakazenia krwi, zapalenia ptuc), wykuwajac termin ESKAPE jak akronim od
pierwszych liter bakterii: Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa oraz Enterobacter species.
W roku 2017 Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO, World Health Organization) umiecila
gatunki grupy ESKAPE na liscie priorytetowych patogendow w kontekscie pilnego
opracowywania nowych antybiotykdw, rozszerzajac zbidér o najwyzszym priorytecie 1
(,,krytyczne”) dodatkowo o rézne Enterobacteriaceae (W tym Escherichia coli, Serratia i
Proteus). Z tego powodu, do badan planowanych w pozyskanym przeze mnie w 2018 r.
projekcie wytypowalem nastgpujace bakterie: Escherichia coli, Staphylococus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii 1 Pseudomonas aeruginosa, jako bakterie
stanowigce najczgstszy, a jednoczesnie najgrozniejszy czynnik etiologiczny respiratorowego

zapalenia pluc (VAP, ang. Ventilator-Associated Pneumonia).

[A-6]:
GC-MS profiling of volatile metabolites produced by Klebsiella pneumoniae
Frontiers in Molecular Biosciences 9:1019290; doi: 10.3389/fmolb.2022.1019290

Jednym z pierwszym patogenow grupy EKSAPE wybranym do eksperymentoéw in vitro
we wspomnianym projekcie byta Klebsiella pneumoniae. Do przeprowadzenia badan

konieczne bylo stworzenie nowego, specjalnie zaprojektowanego systemu eksperymentalnego,
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co stanowito jedno z kluczowych innowacyjnych rozwigzan. System ten zostat zaprojektowany
1 zbudowany przeze mnie samodzielnie, a sfinansowany z w/w projektu NCN. Umozliwiat on
jednoczesne prowadzenie hodowli bakteryjnych w optymalnych i $cisle kontrolowanych
warunkach (temperatura, predko$¢ mieszania, wilgotnosc¢), ale jednoczesnie pobieranie probek
fazy gazowej (w trybie dynamic headspace sampling, DHS) w sposdb powtarzalny i bez ryzyka
kontaminacji. Dla zapewnienia najwyzszej jakosci wynikow system wyposazytem w
zewngtrzny obieg termostatu z wymiennikiem ciepta w tazni wodnej wbudowanej wewnatrz
cieplarki, a takze baterie o$miu automatycznych kompensacyjnych regulatorow przeptywu
gazu (syntetycznego powietrza wzbogaconego w 5% CO: 1 oczyszczanego na filtrach
weglowych). Zgodnie z doswiadczeniem zebranym podczas badan opisanych w [A-1], dla
zredukowania niepozadanej sorpcji wody zastosowalem metode ,,dry dilution”, w ktérej probka
gazowa znad hodowli bakterii (5 ml/min headspace) byta rozcieficzana czystym gazem no$nym
(40 ml/min) aby obnizy¢ wilgotno$¢ wzgledng probki zanim trafi na ztoze sorbentu. W celu
zapewnienia wysokiej powtarzalno$ci wynikow, sprawdzalem réwniez przeptyw sumaryczny
na wyjsciu z systemu, tj. juz za rurkg sorpcyjng, co potwierdzato szczelno§¢ wszystkich linii
transferowych. Aby zachowac stabilne tto emisji LZO ze sterylnego medium TSB (ang. Tryptic
Soy Broth) w czasie eksperymentu, gaz no$ny o powolnym przeptywie 5 ml/min, podtaczany
byt do butli z medium dzien wczesniej, co wyptukiwato LZO uwalniane z gorgcego medium
po procesie sterylizacji w autoklawie parowej. Inokulum bakteryjne wstrzyknigte byto dopiero
nastepnego dnia rano bez otwierania butli z medium, jedynie przekluwajac si¢ przez sept¢ w
specjalnie przystosowanych nakretkach. Skonstruowany przeze mnie system pozwalal na
hodowle (i jednoczesnie pobor probek headspace) w czterech liniach rownolegle, z czego jedna
zawsze zarezerwowana byta dla sterylnego medium TSB, jako kontroli jakosci / proby
referencyjnej. Probki headspace zbierano w siedmiu punktach czasowych: TO (przed
wstrzyknigciem bakterii do sterylnego medium), 2 h 40min po dodaniu inokulum (T1), 4 h
10min (T2), 5 h40min (T3), 7 h 10min (T4), 8 h 40min (T5) and 24 h (T6). Punkty te dobratem
(w konsultacji z dr Tomaszem Bogielem z Katedry Mikrobiologii CM UMK) na podstawie
uprzednio scharakteryzowanej kinetyki wzrostu badanej bakterii w zastosowanych warunkach
eksperymentalnych tak, aby pokrywaty wszystkie fazy wzrostu mikroorganizmoéw, tj. faze
adaptacji (,,Lag-phase”), dynamiczng fazg¢ logarytmicznego przyrostu (,,Log-phase”) oraz faze
ustabilizowang/stacjonarng (,,Steady-phase’). Natychmiast po zakonczeniu pobierania probki
gazowe] headspace z kazdej linii pobierano 300 pl zawiesiny bakteryjnej celem wykonania
posiewu i obliczenia ilo$ci bakterii w hodowli (jtk/ml) w momencie ekstrakcji LZO. W Zadnej

z tych czynno$ci nie naruszano rownowagi gazowej wewnatrz butli z mikroorganizmami, a
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wszystkie probki (gazowe 1 ciekte) pobierane byly za pomocg specjalnie zaprojektowanych i
wykonanych portow. Czynnosci: Przygotowania hodowli bakteryjnej, pobierania probek
gazowych na rurki sorpcyjne oraz przeprowadzania posiewdw i zliczen bakterii wykonywane
byly przez Panig Martg¢ Marszatek, ktorg — jako promotor i opiekun naukowy jej pracy
magisterskiej — szczegotowo przeszkolitem w tym celu i nast¢pnie nadzorowatem jej prace.
Probki LZO ekstrahowane na rurkach sorpcyjnych byly zabezpieczone metalowymi nakrgtkami
i w ciggu kilku godzin poddane analizie TD-GC-MS, ktoérej wszystkie parametry osobiscie
zoptymalizowatem. Skonstruowanie zlozonego systemu do eksperymentéw in vitro (i
optymalizacja catego protokotu analitycznego) bylo jednym z najwazniejszych osiggnie¢ i
umozliwilo przeprowadzenie wysoce precyzyjnych pomiardw dynamicznej emisji (tzw.
profilowania) LZO dla wszystkich mikroorganizmow badanych w tym projekcie, czego
efektem jest zarOwna ta praca [A-6], jak i dwie kolejne [A-7], [A-8].

Zoptymalizowana przeze mnie procedura pobierania probek w trybie DHS pozwolita na
wyodrebnienie 44 lotnych metabolitéw, ktorych ilosci wykrywane w hodowlach wrazliwego
na karbapenemy szczepu K. pneumoniae byly istotnie odmienne od ich poziomow w sterylnym
medium kontrolnym, z czego 32 LZO byly wydzielane przez bakterie, a 10 zwiazkéw byto
przez nie katabolizowanych. Analogicznie, 30 statystycznie istotnych zwigzkéw wykrylem dla
szczepu K. pneumoniae opornego na karbapenemy (25 produkowanych i 5 rozktadanych).
Pobieranie probek gazowych w 1,5-godzinnych odstepach (w zakresie 0-9 godz.) pozwolito na
poznanie dynamicznych zmian zachodzacych w metabolizmie LZO w bakteriach i
wyodrgbnienie ich trzech podstawowych profili: (1) wydzielanie LZO wprost proporcjonalne
do calkowitej ilosci bakterii, (2) wydzielanie LZO z przejsciowym maksimum w fazie
logarytmicznej wzrostu bakterii 1 (3) degradacja LZO od poczatku hodowli bakterii.

Pierwszy z wyodrebnionych profili (19 z 44 LZO istotnych dla szczepu wrazliwego i
14 z 30 dla opornego) jest zbiezny z krzywa wzrostu bakterii w hodowli. Profil ten byt
szczegOlnie wyrazisty dla alkoholi (np. 3-metylo-1-butanol, 2-metylo-1-propanol) oraz
ketonéw 1 estrow. Z punktu widzenia zastosowan klinicznych, zwigzki te s3a bardzo
interesujace, gdyz monitorowanie ich st¢zenia w wydychanym powietrzu osob ze szpitalnym
zapaleniem phluc (zwlaszcza VAP), moze odzwierciedla¢ catkowita ilos¢ bakterii w ptucach
pacjenta, wiec posrednio postep lub ustgpienie zakazenia (np. w wyniku zastosowanej terapii
antybiotykowej).

Drugi profil dotyczy zwigzkoéw, ktory produkcja jest najintensywniejsza w okresie
najszybszego podzialu komoérkowego (punkty T3/T4 przypadajace na druga potowe fazy

logarytmicznej), niezaleznie od catkowitej ilo§ci mikroorganizméw w hodowli. Po tym czasie
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wydzielanie LZO spowalnia, w niektorych przypadkach spada wrecz do zera, pomimo
najwickszych ilosci bakterii w czasie trwania eksperymentu. Charakterystyczng grupa
zwigzkoéw o tym profilu byly zwiazki siarkowe (np. siarczek etylowo-metylowy, disiarczek
diemetylu, disiarczek wegla, metanotiol), z ktorych czg$¢ byta w niniejszej pracy przypisana
do aktywnos$ci metabolicznej K. pneumoniae po raz pierwszy. Metabolity wykazujace profil
uwalniania z chwilowym maksimum osiagaja duze ilosci juz w poczatkowej fazie wzrostu
bakterii, wobec czego maja duzy potencjal by postuzy¢ w zastosowaniu klinicznym jako
wczesne indykatory rozwijajacej si¢ infekcji bakteryjne;.

Trzeci z profili dotyczy katabolizmu lotnych metabolitéw, rozktadanych przez bakterie
prawdopodobnie dla pozyskania zrédta energii lub substratéw do dalszych syntez i przemian
metabolicznych. Za modelowy przyktad moga postuzy¢ aldehydy, zwlaszcza benzaldehyd,
rozktadany przez dehydrogenaze benzaldehydowa dla pozyskania NADPH jako
alternatywnego zZrddta energii. Inne aldehydy moga by¢ utleniane do alkoholi, co ttumaczy ich
odwrotnie proporcjonalne zalezno$ci (spadek ilosci aldehydow pokrywa si¢ z wyktadniczym
wzrostem alkoholi).

Jednym z wazniejszych osiagnig¢c¢ tej pracy byto wykazanie istotnych réznic w ilosciach
lotnych metabolitow (tzw. volatilome) pomigdzy szczepem K. pneumoniae opornym i
wrazliwym na karbapenemy. W tym aspekcie, szczep oporny produkowal znacznie wigcej
(wzgledem szczepu wrazliwego) nieparzystoweglowych metyloketonow, takich jak 2-
pentanon, 2-heptanon i 2-nonanon, bgdacych produktami -oksydacji kwaséw thuszczowych,
co posrednio znajduje odniesienie w literaturze, gdzie pacjenci z zakazeniem krwi wywotanym
przez K. pneumonia maja zaburzony metabolizm kwasow thuszczowych.

Ciekawe obserwacje poczyniono podczas badan wpltywu antybiotykdéw (imipenemu) na
metabolizm LZO w K. pneumoniae. Ot6z, dodany do hodowli bakteryjnej imipenem blokuje
sieciowanie peptydoglikanu w §cianie komorkowej bakterii, wobec czego nastgpuje jej rozpad.
Niemniej jednak, powinno to spowodowaé wydzielenie zawartosci komorki (wraz ze
wszystkimi jej metabolitami) do otoczenia, a mimo to nie zaobserwowano ani jednego zwigzku
na istotnie wyzszym stgzeniu w probkach headspace z hodowli po dodaniu antybiotyku.
Przeciwnie, stezenie 28 sposrod 44 zwigzkow uwalnianych poprzednio z badanego szczepu K.
pneumoniae zmalato po dodaniu imipenemu, co koreluje z gwaltownym spadkiem ilo$ci
zywych bakterii w hodowli. Zwigzki te majag wigec duzy potencjal dla odzwierciedlenia
skuteczno$ci antybiotykoterapii w warunkach klinicznych. Z drugiej strony, dodatek
imipenemu spowodowal znaczng modulacj¢ volatilomu szczepu opornego K. pneumoniae, bez

wplywu na proliferacj¢ tych bakterii. By¢ moze, przyczyna zmiany profili LZO moze by¢
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uruchomienie mechanizmow opornosci w odpowiedzi na dodanie imipenemu, ktére albo sg
bezposrednio zwigzane z procesami wytwarzania LZO albo stymulujg ich wydzielanie jako
metabolitow sygnatowych w komunikacji migdzykomdrkowej mikrosrodowiska bakteryjnego.

Ostatnim osiggnigciem niniejszej pracy byto wykazanie bardzo duzej stabilnosci profili
LZO w szczepach klinicznych (n=19), izolowanych z popluczyn oskrzelowo-pecherzykowych
pobranych bronchoskopowo od pacjentéw z respiratorowym zapaleniem ptuc. Az 44 sposrod
wszystkich 50 zwiazkéw istotnie metabolizowanych przez szczepy kliniczne obecnych byto
(na statystycznie istotnym poziomie) w 100% badanych izolatow. Pozwolilo to na
zdefiniowanie tzw. ,,Core Volatilome”, czyli stabilnych metabolitow uwalnianych przez
wszystkie szczepy K. pneumoniae. Co wigcej, 33 sposrod 44 zwiazkow tworzacych ,,Core
Volatilome” bylo istotnych réwniez dla szczepéw wzorcowych, potwierdzajac wysokie
znaczenie modeli in vitro w poszukiwaniu metabolitow waznych réwniez dla zastosowan w

diagnostyce kliniczne;.

[A-7]:

Profiling of Volatile Metabolites of Escherichia coli Using Gas Chromatography — Mass
Spectrometry

International Journal of Molecular Sciences 2025; 26(17): 8191.

doi: 10.3390/ijms26178191

Na wstepie nadmieni¢ nalezy, iz niniejsza praca stanowi osiggnig¢cie naukowe uzyte
zarowno w niniejszym cyklu habilitacyjnym, jak i rozprawie doktorskiej Pani mgr. Karoliny
Zuchowskiej, ktorej jestem promotorem pomocniczym.

W ramach planowej realizacji interdyscyplinarnego projektu NCN, skonstruowany
przeze mnie system do eksperymentow in vitro zostal zastosowany w badaniach metabolizmu
LZO w kolejnych bakteriach chorobotwoérczych. Omowione w niniejszej pracy doswiadczenia
z Escherichia coli zaplanowalem osobiscie wedtug schematu wypracowanego w poprzednich
eksperymentach. Cato$¢ badan wykonana zostata wedlug zoptymalizowanego przeze mnie
protokotu analitycznego, przy czym osoba manualnie wykonywujaca prace laboratoryjne
zwigzane z hodowlami bakteryjnymi, pobieraniem probek 1 zliczaniem bakterii, byta Pani
Alicja Tracewska, ktorg — jako promotor 1 opiekun naukowy jej pracy magisterskiej — osobiscie
przeszkolitem 1 podzniej nadzorowalem. Zbierane przeze mnie z laboratorium

mikrobiologicznego 10. Szpitala Wojskowego izolaty kliniczne (probki poptuczyn oskrzelowo-
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pecherzykowych pobierane byty od pacjentow z VAP przez dr Roberta Wiodarskiego),
zabezpieczone zostaty przez Dr Tomasza Bogiela i mgr Dagmarg Depke do przechowywania
w -80°C, a po zebraniu odpowiedniej ich ilosci (tu: n=21) byly przez nich kilkukrotnie
przepasazowane w celu umozliwienia uzycia ich w dalszej czesci doswiadczen
(kontynuowanych przez Panig Alice Tracewska).

Zoptymalizowana przeze mnie metoda TD-GC-MS, ktoérej uzywatem do analiz
wszystkich zebranych probek, gwarantowata bardzo czula analize, przez co zmierzone
chromatogramy byly bardzo skomplikowane i1 zawieraly srednio okoto 200 pikow. Z racji, iz
wiekszo$¢ tych zwigzkow pochodzita z medium, staranna 1 prawidtowa identyfikacja, ale tez
iloSciowa integracja pola powierzchni pikéw chromatograficznych byta kluczowa dla
oszacowania, ktore sposrod nich sa pochodzenia bakteryjnego. Biorac pod uwage mnogos¢
réznych wariantéw wykonanych eksperymentéw, m.in. poboru probek w 7 punktach
czasowych dla 21 izolatow klinicznych oraz 6 replikatow biologicznych dla obu szczepow
wzorcowych (samych, ale tez po dodaniu imipenemu), ilo§¢ zmierzonych prébek (wykonanych
przez mnie analiz TD-GC-MS) przekracza 300. Doswiadczony naukowiec potrzebuje ponad
godziny czasu na rzetelng analiz¢ kazdego tak skomplikowanego chromatogramu, co oznacza
par¢ miesigcy wymaganych na samg tylko interpretacje surowych danych
chromatograficznych. Niezbedne jest wiec narzedzie skracajace ten czas, ale z zachowaniem
poprawnosci uzyskanych wynikow. Niestety, nie moglem uzy¢ oprogramowania BreathView®™,
znanego z poprzednich badan [A-2], gdyzZ jest to jest to licencjonowany produkt, nalezacy do
centrum badawczo-rozwojowego ONCOTYROL Austria 1 ktérego zakup nie zostat
przewidziany w moim projekcie. Wobec tego podjalem si¢ proby stworzenia procedury
mozliwie najbardziej zblizonej do programu BreathView®: sporzadzitem baze danych
zawierajaca 140 najczescie] wykrywane metabolity, a dla kazdego z nich potwierdzitem czas
retencji za pomoca osobnych analiz chromatograficznych substancji wzorcowych (metoda
uzyta w eksperymentach in vitro). Dodatkowo, kazdemu zwigzkowi w bazie danych
przyporzadkowatem spektrum masowe zarejestrowane dla wzorca na parametrach roboczych
metody (ustawienia MS 1 poziom tta moga wplywa¢ na widmo). Dla precyzyjnej integracji
powierzchni piku chromatograficznego kazdemu analitowi zdefiniowatem dedykowany jon z
widma masowego, tzw. ,target ion”, ktéry wybrany byl jako najsilniejszy sygnat widma w
przypadku calkowitej separacji piku, lub jon selektywny (kosztem intensywnos$ci, wiec i
czuto$ci) w przypadku naktadania si¢ pikow zwigzkéw koeluowanych. W tym drugim
przypadku, prawidlowy wybor piku do zintegrowania dodatkowo utatwiata obecno$¢ trzech

charakterystycznych jondéw referencyjnych, o najwigkszej selektywnosci dla danego analitu
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(wzgledem ko-eluatow). Po przygotowaniu powyzszej bazy danych dla 140 zwigzkéw
zintegrowalem ja z metodg automatycznej integracji pikoéw oprogramowania PostRun firmy
Shimadzu, dodatkowo maksymalizujac jego mozliwosci poprzez zoptymalizowanie
parametrow, m.in. czutosci rozpoznawania piku po nachyleniu sygnatu, sposobu odejmowania
tla od widma piku czy wyboru metody forward/reverse search dla porownania widma. Z racji,
iz program PostRun nie miat mozliwosci dekonwolucji sygnalow ze spektrometru mas (w
przeciwienstwie do oprogramowania BreathView®), poprawno$¢ automatycznej identyfikacji i
integracji, nalezalo ,recznie” zweryfikowa¢é pomimo zaimplementowania powyzszej
procedury. Niemniej sprowadzato si¢ to tylko do szybkiego przegladnigcia przeanalizowanych
chromatograméw (i wykonania ewentualnych korekt), co skracalo czas interpretacji z ponad
godziny do mniej niz 10 minut na kazdy chromatogram. Osoba weryfikujaca poprawnos¢
wynikow uzyskanych z automatycznej interpretacji danych byta Pani mgr Karolina Zuchowska,
oczywiscie po szczegdtowym przeszkoleniu, ktore dla niej w tym celu przeprowadzitem.

Pod wzgledem merytorycznym, obie prace — [A-6] i [A-7] — stanowig logicznie ciagly
program badawczy ukierunkowany na stworzenie mikrobiologicznie ugruntowanej bazy
lotnych metabolitow (niejako ,biomarkerow”) dla cigzkich zakazen pluc u pacjentow
wymagajacych mechanicznego wspomagania oddychania. W obu przypadkach zastosowano
ten sam wzorzec eksperymentalny: analiza kinetyki volatilomu szczepow referencyjnych (w
tym szczepow o réznym profilu opornosci), ocena wptywu antybiotyku imipenemu na emisj¢
VOC jako wskaznika skutecznosci leczenia, a nastepnie wlaczenie izolatéw klinicznych
pochodzacych od pacjentow z VAP. Zastosowana spojno$¢ koncepcyjna ma na celu
przetestowanie swego rodzaju ,narzedzia analitycznego”, jakim jest analiza lotnych
metabolitow, na kolejnych waznych patogenach wywotujacych VAP, w warunkach klinicznie
istotnych presji, takich jak antybiotykoterapia, lekooporno$¢ oraz zmienno$¢ klonalna
szczepOw izolowanych od pacjentow.

W rezultacie, wyniki obu badan sg zgodne koncepcyjnie: badania kinetyki wydzielania
LZO =z Escherichia coli potwierdzito tych samych trzech gtownych profili: (1)
proporcjonalnego do catkowitej zawarto$ci bakterii w hodowli, (2) z przejSciowym maksimum
w fazie logarytmicznej wzrostu mikroorganizméw oraz (3) degradacji w czasie. To wazna z
klinicznego punktu widzenia informacja, potwierdzajaca istnienie grupy zwigzkow
chemicznych — np. zwigzkow siarkowych — mogacych sygnalizowa¢ wczesne stadium
kolonizacji (dopiero rozpoczynajacego si¢ zakazenia), podczas gdy inna grupa zwigzkow — np.
alkoholi 1 estrow — moze odzwierciedla¢ obcigzenie bakteryjne, a wigc przebieg (cigzkosc)

zakazenia. Dla drugiego z tych przypadkdw wazna jest tez kolejna obserwacja niniejszej pracy,
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mianowicie ze ekspozycja na antybiotyk powoduje bardzo silng zmiang¢ profilu lotnych
metabolitow u szczepu wrazliwego, podczas gdy ,,sygnatura’ szczepu opornego jest duzo mniej
podatna na t¢ interwencje¢ (w przypadku opornego szczepu K. pneumoniae w ogole si¢ nie
zmienia). Obserwacja ta jest wrecz kluczowa dla potencjalnego zastosowania klinicznego
analizy bakteryjnych metabolitow w oddechu pacjentow w celu monitorowania skutecznosci
spersonalizowanej terapii (tu: antybiotykoterapii), cho¢ w obecnym stanie wiedzy ograniczona
jedynie do szczepow wrazliwych.

Kolejnym aspektem wykazujacym ciggtos¢ koncepcyjng badan jest scharakteryzowanie
emisji LZO ze szczepéw wyizolowanych z materialu BAL pobranego od pacjentow z VAP. W
niniejszej pracy przeanalizowano peten profil dla 21 szczepdw klinicznych E. coli, wykazujac,
iz 39 lotnych metabolitow wytwarzanych jest przez wszystkie badane izolaty, tworzac
powtarzalny ,,rdzen” LZO charakterystyczny dla tego patogenu. W dodatku 27 sposrod tych
zwigzkow bylo statystycznie istotnych réwniez dla szczepow referencyjnych (komercyjnych),
wykazujac wysoka zgodno$¢ profili LZO izolatoéw z wzorcowym modelem in vitro. Jednak w
przypadku w niniejszej pracy oprocz modelu ,,core volatilome”, odwzorowujacego ceche
gatunkowa, zaobserwowano tez zbidr kolejnych 32 lotnych metabolitéw o zmiennej czgstosci

wystepowania definiujac tzw. ,,pan volatilome” jako ceche¢ zmiennosci szczepowe;.

[A-8]:
Molecular analysis of metabolites synthesized by Candida albicans and Staphylococcus
aureus in in vitro cultures and bronchoalveolar lavage specimens reflecting single or duo-

factor pneumonia

Biomolecules 2024, 14, 788; doi: 10.3390/biom14070788

Ostatni z artykutow w 3. Etapie cyklu habilitacyjnego rozszerza problem badawczy o
jeszcze jeden aspekt, czgsto napotykany w praktyce szpitalnej, mianowicie wspotwystepowanie
roznych mikroorganizmow jako czynnikow etiologicznych wywotujacych zapalenie pluc.
Zgodnie z licznymi doniesieniami literaturowymi (m.in. raportem NHSN, amerykanskiego
systemu nadzoru epidemiologicznego prowadzonego przez CDC — Centers for Disease
Control and Prevention), Staphylococcus aureus jest jednym z najczestszych patogendow
powodujacych respiratorowe zapalenie phluc, wystepujacym u prawie 30% wszystkich
pacjentow tej grupy. Jednocze$nie szacuje si¢, ze u okolo 50% populacji mechanicznie
wentylowanych pacjentéw wystepuje kolonizacja drog oddechowych grzybem Candida

albicans. Interakcje tych dwoéch gatunkéw prowadza do wzrostu antybiotykoodpornosci u
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bakterii 1 zwickszajg ich zjadliwos$¢, przez co stanowig istotny czynnik ryzyka wplywajacy na
przedtuzong konieczno$¢ mechanicznego wspomagania oddychania a takze na zwigkszong
Smiertelno$¢ pacjentow z VAP. Dlatego tez wykrycie tych dwoéch mikroorganizméw i
wskazanie 1 wzajemnej aktywno$ci metabolicznej jest waznym wyzwaniem wspolczesnej
diagnostyki klinicznej. Cel ten nie zawsze moze by¢ osiggnigty za pomocg nowoczesnych
metod genetycznych bazujacych na amplifikacji kwasow nukleinowych (LAMP, PCR), gdyz
wykrywaja one specyficzne fragmenty DNA, ale pochodzace zaréwno od zywych jak i
martwych mikroorganizmdw, co utrudnia nie tylko samo rozréznienie zakazenia aktywnego od
dawniej przebytego, ale tez uniemozliwia wskazanie zachodzacych interakcji
miedzygatunkowych, wspomnianych powyzej. W tym aspekcie analiza lotnych metabolitow
wydzielanych przez S. aureus 1 C. albicans mogtaby idealnie uzupetic¢ zapotrzebowanie
klinicystow, poniewaz zwiazki te sg uwalnianie tylko przez czynne matabolicznie komorki, a
zmiany ich profili (sygnatur) mogg odzwierciedla¢ wzajemne interakcje obu gatunkow.

Z tego powodu zaplanowalem badania nakierunkowane na szczegdtowe profilowanie
emisji LZO z pojedynczych hodowli S. aureus i C. albicans (tzw. monokultury) oraz z ich
hodowli mieszanej (tzw. ko-kultury) 1 przedstawitem te plany partnerom koordynowanego
przeze mnie projektu NCN, czyli Profesorowi Chrisowi Mayhew (kierownikowi Instytutu
Badah Oddechu na Uniwersytecie Leopolda Franza w Innsbrucku, w ktérym zatrudniony
bytem wczesniej na pozycji Senior Scientist) oraz Profesorowi Markusowi Nagl (z Katedry
Higieny, Mikrobiologii i Medycyny Spolecznej Uniwersytetu Medycznego w Innsbrucku). Dla
zachowania kontynuacji i porownywalnosci wszystkich dotychczasowych badan in vitro,
zaproponowatem znany z poprzednich prac system, z tym samym zoptymalizowanym
protokotem wykorzystujgcym rurki sorpcyjne. Po uzyskaniu aprobaty oraz wsparcia
technicznego z ich strony (Prof. Mayhew uzyczyt aparatury analitycznej, za§ Prof. Nagl
pomieszczen laboratoryjnych i materialdw niezbgednych do hodowli mikroorganizmow),
osobiscie przeszkolitem studenta, Pana Matthiasa Wenzel oraz nadzorowatem 1 weryfikowatem
poprawnos¢ jego pracy na poczatkowym jej etapie (przygotowanie hodowli, pobieranie probek
gazowych, analizy TD-GC-MS). W kolejnym etapie uczestniczytem w interpretacji danych
chromatograficznych (analiza jakosciowa i ilo§ciowa LZO), ktore trafiaty nastgpnie do p. mgr
Clemensa Ager wykonujacego koncowe obliczenia statystyczne i przygotowujacego
wizualizacj¢ koncowych wynikow z pierwszej czeSci badan (eksperymentow in vitro z
hodowlami pojedynczymi i mieszanymi) wykonanej w catosci w Innsbrucku (Austria).

Druga, niezalezna analitycznie, ale spdjna koncepcyjnie cze$¢ niniejszej pracy,

wykonana juz w catosci w Polsce, skupiona byta na analizie lotnych metabolitow z materialu
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biologicznego, tj. probek poptuczyn oskrzelowo-pecherzykowych (BAL, ang. Bronchoalveolar
Lavage) pobranych bronchoskopowo (przez dr. ptk. Roberta Wtodarskiego z 10. Wojskowego
Szpitala Klinicznego w Bydgoszczy) od pacjentow z respiratorowym zapaleniem ptuc. Aby
zachowac jak najwickszg spojnos¢ z poprzednia czescig badan, pod uwage brano jedynie te
probki BAL, w ktorych potwierdzono (klasycznym posiewem mikrobiologicznym) obecnos¢
albo samego Staphylococcus aureus, albo samego Candida albicans, albo obu tych
mikroorganizmow razem. W tej czesci badan osobiscie odbieratem probki BAL ze szpitalnego
laboratorium mikrobiologicznego, wykonywatem wszystkie ekstrakcje LZO 1 wszystkie
analizy GC-MS. Do interpretacji wynikow uzylem opracowanej wczesniej biblioteki 140
zwigzkow (opisanej szczegblowo w poprzedniej pracy [A-7]) i po weryfikacji wynikow
wykonalem wszystkie testy statystyczne. Z powodu ograniczonej ilosci probki BAL
(maksymalnie 5 ml), sktadu chemicznego i samej konsystencji matrycy — jest to gesta, lepka
zawiesina biologicznie aktywna o duzej zawarto$ci wody, bialek, lipidow, komorek
efektorowych uktadu odpornosciowego, a przede wszystkim bakterii i ich wydzielin ropnych —
emisja LZO jest znacznie utrudniona i ograniczona do zaledwie $ladowej ilosci. Jednocze$nie
przeptukiwanie fazy nadpowierzchniowej strumieniem gazu nosnego mogloby doprowadzi¢ do
obumierania zawartych w probce bakterii (gazem bez zawartosci tlenu i CO;) lub utleniania
wydzielin ropnych (gazem bogatym w tlen) co falszowalyby wynik analizy LZO. W tym
przypadku decydujacym czynnikiem jest wiec pozostawienie probki bez zadnych ingerencji w
jej sklad chemiczny i biologiczny i przeprowadzenie ekstrakcji w zamknigtym uktadzie
statycznym. Dlatego tez zdecydowalem si¢ na zastosowanie ekstrakcji TFME.

Innowacyjnos¢ publikacji [A-8] polega wiec nie tylko na mikrobiologicznym aspekcie
badan — czyli szczegbtowym scharakteryzowaniu 1 poréwnaniu dynamiki metabolizmu LZO w
warunkach mono- i ko-kultur oraz translacyjnym odniesieniu wynikow in vitro do ex vivo —
lecz takze na praktycznym zastosowaniu nowatorskiej metody ekstrakcyjnej Thin-Film
Microextraction (TFME), wprowadzonej we wczesniejszych badaniach wlasnych.
Bezposrednim punktem wyjscia byla publikacja [A-4] (Etap 2 niniejszego cyklu), w ktorej
opracowatem i zoptymalizowatem protok6ét TFME (dobér sorbentu, warunki ekstrakcji, limity
detekcji) 1 zademonstrowatem jego wdrozenie do matryc biologicznych (linie komérkowe).
Niniejsza praca — jako pierwsza na $§wiecie — demonstruje zastosowanie TFME-GC-MS do
analizy klinicznych probek BAL od pacjentéw z intensywnej terapii.

Uwzgledniajac uzyskane wyniki eksperymentalne zauwazy¢ nalezy, iz po raz kolejny
potwierdzono wystepowanie trzech gtéwnych profili metabolizmu LZO (w obu gatunkach) —

(1) proporcjonalnego do catkowitej zawartosci mikrobow, (2) z przejsSciowym maksimum w
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fazie logarytmicznej oraz (3) degradacji w czasie — ktorych implikacje kliniczne oméwiono
przy poprzedniej pracy. W odniesieniu do oddziatywan migdzygatunkowych, wazna
obserwacja bylo, iz pomimo takiej samej kinetyki wzrostu kazdego mikroorganizmu w jego
hodowli pojedynczej 1 mieszanej, aktywowane s3 czesciowo inne szlaki metaboliczne, co
skutkuje dynamicznymi zmianami emisji LZO w czasie trwania hodowli. Na przyklad, w
monokulturze C. albicans az 21 zwigzkdéw wykazuje profil przejsciowego maksimum, a jedynie
14 zwigzkéw osigga najwyzsze stezenia w fazie stabilnej pod koniec eksperymentu. Kinetyka
uwalniania LZO z S. aureus w monokulturze jest znacznie wolniejsza, bowiem tylko 11
zwiazkow wykazuje przejsciowe maksimum w fazie logarytmicznej, a az 24 zwigzki osiagaja
maksimum w fazie statej wzrostu tej bakterii. Jednakze po zmieszaniu obu gatunkéw w ko-
kulturze, ilo$¢ wydzielanych LZO jest niemal rownomiernie rozlozona pomiedzy faze
logarytmiczng i statg (odpowiednio: 18 1 19 zwigzkow, gdzie statystyczng istotno$¢ uwalniania
danego metabolitu wyznaczano zawsze wzgledem sterylnego medium, jako proby
referencyjnej). Analizujac wptyw interakcji bakteryjno-grzybicznych na wytwarzanie lotnych
metabolitow (zamiast ich bezwzglednej ilosci), zaobserwowatem dwa zasadnicze profile dla
hodowli mieszanych:
e Profil zdominowany przez jeden z mikroorganizmow, ewentualnie lekko
zmodyfikowany obecnoscig drugiego > czego najlepszym przykladem sa
disiarczek wegla czy octan izobutylu jako zwiazki w ko-kulturze zalezne od C.
albicans, cho¢ o kinetyce spowolnionej przez obecnos¢ gronkowca (w poréwnaniu
do monokultury grzyba). Analogicznie obecno$¢ np. 2-metylomaslanu etylu jest
determinowana obecnos$cia S. aureus, jako ze zwiazek ten nie byl w ogole wykryty
w monokulturze C. albicans.
e Profil wykazujacy synergizm pomigdzy gatunkami = z dalszym podziatem na profil
addytywny, w ktorym ilos¢ LZO w hodowli mieszanej jest wigksza niz wynikataby
z sumy jego ilosci z obu hodowli pojedynczych (np. ilo§¢ walerianianu izopentylu
jest 3-krotnie wieksza niz jego suma w obu monokulturach dla fazy statej hodowli)
oraz na profil specyficzny, w ktorym metabolit obecny jest tylko w hodowli
mieszanej, a nie byt wykryty w zadnej z hodowli pojedynczych (np. keton metylowo

izobutylowy, obecny w fazie logarytmicznej wzrost ko-kultury).

Poréwnujac profile LZO analizowane w probkach BAL pozyskanego od pacjentow
zainfekowanych pojedynczym patogenem oraz z infekcja dwuczynnikowa (S. aureus + C.

albicans), zaobserwowano, 1z wiele sposrod wykrytych zwigzkow jest silnie zwigzanych z
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obecnoscig gronkowca. Dotyczy to przede wszystkim aldehydoéw i1 weglowodorow, ktore
wykryte byly w podwyzszonych ilosciach w probkach BAL zawierajacych S. aureus, bez
znaczenia na wystepowanie C. albicans. Natomiast zwigzki obu tych klas (poza
acetaldehydem) nie byly wydzielane przez S. aureus w czystych hodowlach in vitro badanych
w tej pracy, co wskazuje na istotne roznice migdzy modelem kontrolowanym a materiatem
klinicznym. Dowodzi to, ze cze¢$¢ zwigzkéw wykrywanych w BAL nie musi by¢ bezposrednio
produkowana wytacznie przez sama bakterig, lecz stanowi dodatkowa grupe metabolitow
wtornych, ktorych obecnos¢ wynika z interakcji patogenu z tkankg gospodarza, srodowiskiem
zapalnym lub odpowiedzig immunologiczng. W materiale BAL mamy bowiem sytuacje, ktorej
nie odtwarza hodowla in vitro: w matrycy tej znajduja si¢ tez uszkodzone nabtonki drog
oddechowych, surfaktant bogaty w lipidy, obecno$¢ komodrek efektorowych ukladu
odpornoéciowego i spowodowany tym silny stres oksydacyjny. Srodowisko takie sprzyja
peroksydacji lipidow blon komoérkowych gospodarza i dalszej degradacji tych lipidow do
aldehydow nasyconych i nienasyconych, a takze do weglowodorow (jako produktow
dekarbonylacji aldehydow). W tej konfiguracji S. aureus pekni role czynnika biologicznego
wyzwalajacego stan zapalny i1 uszkodzenie tkanek, ale nie musi sam wytwarza¢ kazdego
obserwowanego w BAL zwigzku chemicznego jako swego pierwotnego metabolitu.
Analogicznie, obecnos¢ C. albicans w BAL byla zwigzana z podwyzszonymi
poziomami alkoholi 1 ketonow, a wzor ten utrzymywat si¢ nawet w obecno$ci S. aureus w
probee. Niektore sposrod tych zwigzkoéw (mianowicie 3-heptanon, cycloheksanon, 2-metylo-2-
butanol, 2-etylo-1-hexanol) nie byty emitowane z czystej hodowli C. albicans w zastosowanych
warunkach in vitro. Jest to kolejny argument prowadzacy do wniosku, iz wolatilom BAL
odzwierciedla nie tylko metabolizm samego patogenu, ale rowniez interakcje patogen—

gospodarz i proces zapalny toczacy si¢ w ptucach krytycznie chorego pacjenta.

W niniejszej pracy rozszerzono wczesniejsze eksperymenty in vitro o badanie wpltywu
interakcji miedzygatunkowych Staphylococcus aureus 1 Candida albicans na ich metabolizm
LZO wykazujac zar6wno dominacj¢ jednego z mikroorganizméw jak 1 efekty ich
synergistycznych oddzialywan w hodowlach mieszanych. Dalsze poréwnanie profili
metabolicznych uzyskanych w precyzyjnie kontrolowanych hodowlach i1 wydzielinach
plucnych (BAL) od pacjentow z VAP wykazato, ze oprocz zwigzkéw lotnych produkowanych
bezposrednio przez chorobotworcze mikroorganizmy, obecna jest tez grupa metabolitow
wynikajacych z interakcji patogen—gospodarz. W analizach zastosowano autorski protokot

ekstrakcji TFME opracowany na wczesniejszym etapie cyklu [A-4], dostosowany do matrycy
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klinicznej. Omawiana praca stanowita kluczowy etap przejsciowy miedzy doswiadczeniami
laboratoryjnymi i klinicznymi (in vitro / ex vivo), wprowadzajac badania w fazg¢ translacyjng i
przygotowujac grunt pod koncowy etap cyklu, tj. analiz¢ oddechow pacjentéow z

respiratorowym zapaleniem ptuc.

Etap 4 — Translacyjne badanie kliniczne

[A-9]:

Analysis of Bacterial Metabolites in Breath Gas of Critically 1ll Patients for Diagnosis of
Ventilator-Associated Pneumonia—A Proof of Concept Study

Biomolecules 2024, 14, 1480; doi: 10.3390/biom14121480

Badania bedace przedmiotem niniejszej pracy byly nie tylko zwienczeniem mojego
kilkuletniego projektu NCN (ktory wuzyskat wysokie punktacje koncowych ocen
merytorycznych recenzentéw obu recenzentéw: 14/15 i 12/15), ale rowniez domknigciem
catego cyklu habilitacyjnego, skupionego na wykorzystaniu analizy lotnych metabolitéw w
oddechu do diagnostyki najwazniejszych choréb uktadu oddechowego, w tym respiratorowego
zapalenia ptuc (VAP). We wczesniejszych etapach wprowadzono koncepcj¢ wielopoziomowej
ewaluacji biomarkerow oddechu, opracowano i zoptymalizowano metodologi¢ pobierania i
analizy probek oddechu, zwalidowano techniki ekstrakcji LZO wykorzystujace nowatorskie w
skali $wiatowej rozwigzania oraz zdefiniowano zestaw metabolitdéw pochodzenia bakteryjnego,
ktore moga odgrywac role markerow zakazen. Niniejsze badanie stanowito polaczenie
zebranego do$wiadczenia 1 wiedzy oraz praktyczne ich przetozenie na grunt kliniczny, w celu
okreslenia, czy lotne zwiazki organiczne o potwierdzonym pochodzeniu mikrobiologicznym,
zidentyfikowane wczesniej w modelach in vitro, moga zosta¢ wykryte w oddechu pacjentéw z
zakazeniem dolnych drog oddechowych oraz czy ich profil moze ré6znicowa¢ grupy kliniczne
pacjentow wentylowanych mechanicznie w Oddziale Intensywnej Terapii. Obecne badanie
pilotazowe, ktorego bytem pomystodawca, mialo charakter translacyjny, a jego konstrukcja
zaktadata poréwnanie obowigzujacych standardéw diagnostyki klinicznej VAP z uzyskanymi
tu wynikami bezinwazyjnej 1 szybkiej analizy oddechu.

Badania te miaty charakter prospektywny, a przeprowadzone zostaty w Oddziale
Anestezjologii i Intensywnej Terapii (OAIT) 10. Szpitala Wojskowego w Bydgoszczy, pod
nadzorem ptk. dr Roberta Wiodarskiego, ktory odpowiedzialny byl za selekcje pacjentow,
pobieranie probek oddechu (do szklanych strzykawek), interpretacj¢ medycznych danych 1

diagnoze VAP. Do badan wlaczono pacjentéw wentylowanych mechanicznie przez okres
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przynajmniej 48 godzin, u ktéorych wystepowato podejrzenie VAP na podstawie objawow
klinicznych, wynikow badan laboratoryjnych (parametry zapalne) i radiologicznych. Od
kazdego pacjenta pobrano bronchoskopowo probke popluczyn oskrzelowo-pecherzykowych,
ktora poddang standardowej procedurze mikrobiologicznej celem potwierdzenia diagnozy
VAP. Dzigki temu mozliwe bylo zestawienie wynikow analizy oddechu z ostatecznym
rozpoznaniem mikrobiologicznym 1 pelng charakterystyka czynnika -etiologicznego.
Uwzgledniajagc gwaltowna dynamike parametrow stanu zapalnego (biatko C-reaktywne,
prokalcytonina) i mozliwg zmiane czynnikow etiologicznych powodujacych VAP w krotkim
czasie, probki oddechu pobierano od pacjentow kilkukrotnie w roznych dniach, jesli nie
zaklocato to rutynowej praktyki klinicznej. Strategia ta pozwala pokry¢ rozne warunki
fizjologiczne i etapy infekcji oraz zmniejszy¢ ryzyko stronniczo$ci wynikajacej z pobierania
probek tylko przy najwyzszych warto§ciach CRP/PCT (ktore niekoniecznie wynika¢ muszg z
zakazenia bakteryjnego).

Procedura pobierania oddechu, bazujaca w calosci na doswiadczeniach poprzednich
badan klinicznych [A-2], polegata na zaczerpnigciu do szklanej strzykawki koncowej fazy
wydechu (end-tidal air) z monitorowaniem wydychanego COz 1 natychmiastowym
przeprowadzaniu ekstrakcji probki na rurki sorpcyjne w warunkach precyzyjnie
kontrolowanego przeptywu, objetosci 1 temperatury probki (redukcja sorpcji wody). System
ten, ktéry skonstruowatem osobiscie, znajdowal si¢ w specjalnie wydzielonym do tego celu
pomieszczeniu w OAIT, co skracato czas przechowywania oddechu w szklanych strzykawkach
do zaledwie kilkunastu minut, gwarantujac stabilno$¢ chemiczng i1 brak zanieczyszczen. Peten
protokot analityczny, od ekstrakcji probek oddechu na rurkach sorpcyjnych, przez analize¢ TD-
GC-MS, na interpretacji danych chromatograficznych konczac byt przeze mnie
zoptymalizowany. Przez kilka poczatkowych miesigcy osobi$cie wykonywatem ekstrakcj¢ na
rurki sorpcyjne wszystkich probek oddechu, nastepnie przeszkolitem w tym celu studentke
(Pania Magdalene Winiarek, ktorej bylem opiekunem naukowym 1 promotorem pracy
magisterskiej), nadzorujac przez kilka kolejnych tygodni jej prace w szpitalu, az do uzyskania
przez nig pelnej samodzielno$ci w tym zakresie. Koncowe analizy TD-GC-MS oraz
interpretacja danych pozostaty w kwestii moich obowigzkow.

W mys$l zatozen wielopoziomowej ewaluacji lotnych metabolitow w oddechu
zaproponowanej w [A-1], rozpatrywano jedynie zwigzki o pochodzeniu bakteryjnym
potwierdzonym w eksperymentach in vitro, a w nastepnej kolejnosci przeprowadzono
systematyczng i logicznie uzasadniong redukcja zmiennych. W tym celu zidentyfikowatem

zanieczyszczenia egzogenne, wykonujac pomiary emisji LZO z materiatow medycznych
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uzywanych przy mechanicznym wspomaganiu oddychania (pacjentéw wiaczonych do
niniejszego badania) i majacych bezposredni kontakt z pobierang probka oddechu, czyli rurki
dotchawicznej z mankietem oraz jednorazowych elementéw potaczeniowych obwodu
respiratora. Zasadniczo zwigzki te mozna podzieli¢ na dwie grupy: zanieczyszczenia trwale
uwalnianie z materiatow plastikowych na wysokim poziomie oraz zwigzki szybko (tj. w ciggu
1-24 godzin) wyptukiwane z materialow plastikowych do poziomu zerowego. Nadmieni¢ przy
tym nalezy, ze niektére sposrod zwigzkdéw o eksperymentalnie potwierdzonym pochodzeniu
bakteryjny (np., octan etylu, 1-butanol) réwniez s3 emitowane z badanych materialow
medycznych, jednak ich wyptukiwanie jest bardzo szybkie i juz po kilkunastu godzinach
spadaja do poziomu zerowego (wzglednie do poziomu tla przeprowadzonego doswiadczenia),
wobec czego nie wptywaja na interpretacje wynikow analizy oddechu pacjentow mechanicznie
wentylowanych. W dalszej redukcji zmiennych zastosowalem analizy statystyczne dla
porownania ilosci zwigzkéw w oddechach pacjentdow z respiratorowym zapaleniem ptuc oraz
pacjentdow mechanicznie wentylowanych, ale bez infekcji dolnych drog oddechowych (jako
grupy kontrolnej). Nalezy w tym miejscu podkresli¢, ze grupe kontrolng nie tworzyli osobnicy
zdrowi, lecz pacjenci w stanie krytycznym, u ktorych niewydolno$¢ wielonarzadowa cho¢
niezwigzana z infekcja bakteryjna, odpowiadata za $miertelno$¢ na poziomie az 83%.
Poréwnanie LZO w oddechach obu grup pacjentéw za pomocg nieparametrycznego testu rang
Wilcoxona z korektg False Discovery Rate, pozwolito mi wyeliminowac te zwiazki, ktore nie
osiagnety istotnosci statystycznej (p<0.05), za wyjatkiem siarczku dimetylu i metakroleiny,
ktorych wartosci ,,p” dla porownywanych oddechow tylko minimalnie przekroczyty warto$¢
progowa (osiagajac odpowiednio 0.059 1 0.077), a ktore to zwigzki byly zawsze statystycznie
istotne dla wszystkich mikroorganizmow badanych w warunkach in vitro. W kolejnym etapie
redukeji zmiennych przeprowadzitem analize¢ ROC z zastosowaniem penalizacji modelem
LASSO, przy zalozeniu, ze warto$¢ czgstotliwosci LASSO > 70% dla danego zwigzku
swiadczy o jego duzej mocy predykcyjnej (zmienna wiarygodna dla modelu), za§ warto$¢
czestotliwosci LASSO réwna 30% byta najmniejsza akceptowalng wartoscig dla wiaczenia
zwigzku do modelu ROC, ale tylko przy spetieniu dodatkowego warunku, ze substancja ta ma
udowodnione bardzo duze znaczenie biologiczne (np. jest produkowana przez wiele gatunkow
bakterii). Ostatecznie do wieloczynnikowego modelu ROC roéznicujacego pacjentow VAP i
kontrolnych pacjentow bez infekcji, wiaczytem 9 nastepujacych zwigzkéw: octan etylu, 3-
metylo-1-butanol, n-heptan, disiarczek dimetylu, dekanal, 1-butanol, siarczek etylometylu,
siarczek dimetylu 1 metakroleina. Model oparty na tych zwiagzkach wykazat wysoka zdolnos¢

klasyfikacyjng w analizie ROC, mianowicie: AUC = 0.893, czuto$¢ 0.870, swoistos¢ 0.824,
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doktadnos¢ 0.862 w rozrdéznianiu pacjentow z VAP od grupy bez infekcji. Wyniki te sg
znacznie lepsze od analogicznych prob zrdéznicowania pacjentow VAP i bez VAP za pomoca
parametrow laboratoryjnych mierzonych w krwi pacjenta, czyli biatka C-reaktywnego,
prokalcytoniny i leukocytow, rozpatrywanych zarowno z osobna (dla ktérych AUC wynosita
odpowiednia: 0.498, 0.575 1 0.69), jak 1 wszystkich trzech razem (AUC=0.707,
doktadno$¢=0.702). Wiaczenie tych trzech parametréw w jeden test razem z 9 LZO w oddechu
praktycznie nie  zmienito  zdolnosci  klasyfikacyjnej  pacjentow  (AUC=0.887,
doktadnos$¢=0.851), swiadczac o ich ograniczonej uzytecznosci do diagnozowania VAP. Ze
wzgledu na wysokie ryzyko $miertelnosci u pacjentow z VAP proponowany test diagnostyczny
powinien cechowaé si¢ jak najwyzszg czuloscig (prawidtowa klasyfikacja ,.true positive™).
Uzyskana dla proponowanego tu testu oddechowego warto$¢ czutosci 0.87 jest wyzsza niz dla
rutynowo stosowanych testow mikrobiologicznych (0.71 dla posiewu z BAL 10.61 dla posiewu
z PSB) oraz punktacji CPIS, osiagajacej czutos¢ 0.6-0.8 (w zaleznosci od lokalnej populacji 1
kryteriow ocen).

Podsumowujac, oprocz osiggnie¢ sktadowych (pobocznych), takich jak: wskazanie
LZO pochodzenia bakteryjnego, okreslenia egzogennego pochodzenia zwiazkéw
wykrywanych w oddechu, wprowadzenie usystematyzowanej redukcji zmiennych, gléwnym
osiggnigciem naukowym niniejsze] pracy bylo zastosowanie testu oddechowego do
zréznicowania mechanicznie wentylowanych pacjentow z bakteryjnym zakazeniem dolnych
drog oddechowych od analogicznej grupy pacjentow bez infekcji. Wysoka zdolnosé
klasyfikacyjna testu oraz prostota i bezinwazyjnos¢ jego przeprowadzenia sugeruja, ze test ten
moze by¢ obiecujacym narzedziem w diagnostyce VAP, gdzie wysoka czuto$¢ jest szczegolnie
istotna w zapobieganiu rozwojowi zagrazajacych zyciu infekcji pluc zwigzanych z duza

zachorowalno$cig.

Podsumowanie

Przedstawiony cykl dziewigciu publikacji stanowi spdjng, interdyscyplinarng koncepcje
badawcza, ktérej celem byto poznanie biologicznego pochodzenia lotnych zwigzkow
organicznych (LZO) i wykorzystanie tej wiedzy do opracowania nieinwazyjnych metod
diagnostycznych w chorobach uktadu oddechowego. Badania te obejmuja petne spektrum
dziatan — od eksperymentow podstawowych w modelach komérkowych 1 tkankowych, przez

rozw¢j technik analitycznych, po translacyjne badania kliniczne u pacjentow intensywnej
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terapii. Caly cykl odzwierciedla stopniowe przejscie od badan fundamentalnych do wdrozenia

praktycznego testu diagnostycznego, opartego na analizie oddechu.

W pierwszym etapie zdefiniowatem biologiczne podstawy emisji LZO z réznych
ptaszczyzn ludzkiego organizmu (komorki = tkanki = caty organizm). W pracy [A-1] po raz
pierwszy zestawiono réwnolegle dane z trzech pozioméw biologicznych — hodowli komorek,
tkanek ptucnych i oddechu pacjentow — wskazujac zwigzki istotnie rdznicujgce raka phluc od
tkanek zdrowych. Opracowalem wowczas protokol eksperymentow ex vivo z materialem
ludzkim oraz w petni zautomatyzowanego poboru oddechu 1 jego analizy metodg TD—-GC-MS.
Nastepnie, w publikacji [A-2], koncepcj¢ ta rozszerzylem na choroby zapalne, wykazujac, ze
profil LZO w oddechu pozwala réznicowac stabilne i zaostrzone fazy POChP, co potwierdzito
przydatnos¢ analizy oddechu jako markera zmian stanu klinicznego. W drugim etapie
skoncentrowatem si¢ na rozwoju technologii analitycznych. W artykule przegladowym [A-3]
podsumowatem aktualny stan wiedzy o technikach mikroekstrakcji, wskazujac ich
ograniczenia i kierunki rozwoju w analizie biologicznej. W odpowiedzi na te potrzeby
zaadaptowalem nowa metode Thin-Film Microextraction (TFME) 1 zoptymalizowalem
utworzony protokot analityczny pod katem oznaczen LZO w hodowlach komoérkowych [A-4],
zapewniajagc wysoka powtarzalnos¢ 1 niskie limity detekcji. Nastepnie w pracy [A-5]
przeprowadzitem optymalizacje¢ oraz walidacj¢ metody wykorzystujacej wtokna SPME pokryte
nowej generacji fazg ekstrakcyjng (HLB/PTFE), potwierdzajac jej doktadno$¢ i stosujac do
analizy metabolitéw komorek nowotworowych B16 1 LL2. Trzeci etap (ETAP 3) poswigcony
byt metabolomice mikroorganizméw w modelach in vitro 1 ex vivo. W publikacji [A-6]
scharakteryzowatem profile LZO charakterystyczne dla Klebsiella pneumoniae w réznych
fazach wzrostu 1 przy ekspozycji na antybiotyki, identyfikujac metabolity odzwierciedlajace
adaptacje do stresu antybiotykowego. W pracy [A-7] badatem metabolizm LZO z Escherichia
coli, kolejnej bakterii sposrod krytycznych czynnikoéw etiologicznych VAP, wskazujac grupy
zwigzkow o potencjale diagnostycznym. Z kolei w publikacji [A-8] rozpatrywatem wpltyw
interakcji miedzygatunkowych na emisj¢ LZO w hodowlach mieszanych Staphylococcus
aureus 1 Candida albicans, a uzyskane wyniki porownatem dodatkowo z analizami materiatéw
klinicznych (poptluczyn oskrzelowo-pecherzykowych, BAL) z tymi samymi patogenami,
wykazujac czesciowa zgodnos¢ profili LZO migdzy modelem laboratoryjnym i1 probkami
ludzkimi. W etapie czwartym [A-9] zaplanowalem i1 przeprowadzilem badania kliniczne, w
ktoérym opracowatem test oddechowy dla klasyfikacji pacjentow z respiratorowym zapaleniem

pluc wzgledem kontrolnej grupy krytycznie chorych pacjentéw bez zakazenia dolnych drog
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oddechowych. Test ten finalnie bazowat na analizie 9 LZO pochodzenia bakteryjnego i osiggnat
sprawno$¢ klasyfikacyjng AUC=0.893 wzgledem diagnostyki opartej na BAL, co stanowi
dowod na mozliwos¢ praktycznego wykorzystania analizy oddechu w rozpoznawaniu zakazen

phuc u pacjentoéw wentylowanych mechanicznie.

4.1.4. Oswiadczenia o wkladzie wlasnym w artykuly bedace podstawa autoreferatu

[A-1]

Jako glowny autor artykulu bylem inicjatorem 1 wspotpomystodawca eksperymentow,
przedstawiajac koncepcje poréwnania trzech pozioméw biologicznych — komorek, tkanek 1
oddechu, zawsze z odpowiednio dobrang grupa kontrolng — w jednym spojnym modelu
analitycznym, potwierdzajacym zwigzek lotnych metabolitow z nowotworem ptuc. Osobiscie
taczylem poszczegolne sktadowe tej interdyscyplinarnej wspotpracy pomigdzy jednostkami
klinicznymi 1 laboratoryjnymi, odbierajac tkanki pluc podczas operacji lobektomii od
wszystkich pacjentow, przygotowujac probki tkanek i transportujac je do patologa celem
wyodrebnienia czg$ci uzytecznej do dalszych badan metabolomicznych. Samodzielnie
zaprojektowatem 1 skonstruowatem uktad do ekstrakcji LZO ex vivo z tkanek ptuc oraz
zoptymalizowalem protokot, przeprowadzajac szczegdtowa charakterystyke sorbentéw i
sposobow redukcji sorpcji wody. Stworzylem petng metode analityczng TD-GC-MS
optymalizujac parametry desorpcji termicznej, krioskupiania z wtoérng desorpcja, programu
temperaturowego kolumny GC, konczac na parametrach pracy spektrometru mas. Stosujac
protokdt pobierania oddechu uwzgledniajacy wptyw aktywnosci fizycznej na skiad
wydychanego powietrza (przebadany w moich poprzednich pracach) poréwnywatem dwie
techniki pobierania oddechu: za pomoca zwyktej plastikowej stomki i nowo skonstruowanego
zautomatyzowanego urzadzenia, ktory nastgpnie wdrozono w badaniach klinicznych.
Przeprowadzitem wszystkie analizy chromatograficzne zebranych probek, w tym osobne
analizy wzorcow celem potwierdzenia czasow retencji dla prawidlowej identyfikacji
metabolitow oraz kalibracji dla ich oznaczenia ilo§ciowego. Uczylem, a potem nadzorowatem
prace wspOlpracownikow (A. Filipiak, A. Sponring) w aspekcie interpretacji danych
chromatograficznych. Uczestniczytem w pisaniu manuskryptu tacznie z dyskusja wynikow i

odpowiedziami na recenzje.

49



[A-2]

Jako wspotautor pierwszy z rownorzednym wkiadem (equal contribution) uczestniczylem w
planowaniu calo$ci badan, zdefiniowalem kolejne etapy usystematyzowanej redukcji
zmiennych przed koncowg analizg statystyczng wynikow oraz wykonatem ich peilng dyskusje.
Na weczesniejszym etapie, zoptymalizowatlem parametry pracy nowego urzadzenia
skonstruowanego przez mgr. inz. Helmuta Wiesenhofera. W ramach zatrudnienia w centrum
badawczo-rozwojowym ONCOTYROL bytem beta-testerem specjalistycznego programu do
dekonwolucji sygnatow spektrometru mass dla automatycznej interpretacji danych GC-ToF-
MS. Uczestniczytem zaréwno w pisaniu pierwotnego manuskryptu, jak 1 poprawianiu wersji

koncowej w odpowiedzi na recenzje.

[A-3]

Rozpoczynajac swoje zatrudnienie na stanowisku adiunkta w Collegium Medicum UMK,
skorzystatem z mozliwo$ci wspotpracy z Panig Profesor Barbarg Bojko (uznang specjalistka w
dziedzinie technik ekstrakcyjnych i analiz chromatograficznych) i wspolnie z nig napisatem
prace przegladowa, w ktorej nakreslono wyzwania i dalsze perspektywy dla zastosowania
SPME w badaniach ludzkiego metabolomu. Z technicznego punktu widzenia, mé6j wktad w
prace obejmowat samodzielne napisanie wszystkich sekcji 2.1.-2.5. poswigconych analizie
lotnych zwigzkow, a takze wspdtudziat w pisaniu sekcji 1. (Introduction) 1 4. (Concluding
remarks) oraz zaplanowanie i1 przygotowanie grafik i tabel. Za§ z merytorycznego punktu
widzenia, moj wkitad byt koncepcyjny: postulowalem aby uja¢ SPME nie tyle jako technike, co
platforme taczaca rézne ptaszczyzny badan (in vitro <> ex vivo < in vivo) poprzez analogi¢ do
wlasnych poprzednich doswiadczen. W aspekcie programowym, zaproponowane przeze mnie
przyszte perspektywy: poszukiwanie alternatywnych form (geometrii) urzadzen do
mikroekstrakcji czy stabilnych sorbentéw o szerokim zakresie sorpcyjnym, byty jednoczesnie
warstwg programowa, zapowiadajaca moje kolejne badania w tym kierunku (potwierdzeniem

ich realizacji sg kolejne prace tego cyklu).

[A-4]

Oprocz wktadu koncepeyjnego — praca ta jest bowiem bezposrednia odpowiedzig na wyzwania
analityczne zdefiniowane przeze mnie w poprzedniej pracy przegladowej [A-3] -
zaproponowatem rozwigzania analityczne 1 osobiscie zaplanowatem optymalizacje protokotu
TFME oraz przeprowadzilem wszystkie pelne do$wiadczenia w tym zakresie (ekstrakcja,

analiza GC-MS, interpretacja wynikdéw). Analogicznie, w fazie eksperymentow in vitro z
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komorkami AS549, osobiscie przeprowadzitem ekstrakcje TFME ze wszystkich probek
dostarczonych przez mgr. Pauling Szeliskg i dr Karola Jarocha, a nastgpnie wykonatem
wszystkie analizy GC-MS 1 interpretacje wynikow (w tym statystycznych). Dostarczytem
rowniez $rodkéw finansowych do zakupu substancji wzorcowych niezb¢dnych do
potwierdzenia identyfikacji metabolitow i ich kalibracji. Nauczylem mgr. Karoline Zuchowska
przygotowania mieszanin lotnych standardow (z ciekltych wzorcow) i wykonania kalibracji
wybranych zwiazkéw, dodatkowo nadzorujgc jej pracg. Uczestniczytem w pisaniu wszystkich
czgsci pierwszego draftu manuskryptu, a jako autor korespondencyjny przygotowatem

odpowiedzi do recenzentow 1 wykonywalem korekty w finalnej wersji manuskryptu.

[A-3]

Podczas odbywania stazu naukowego w Middle East Technical University w Ankarze (Turcja)
zaprojektowatem 1 w petni wykonalem wszystkie doswiadczenia w procesie optymalizacji
warunkéw ekstrakeji 1 desorpcji za pomoca nowej generacji widkien HLB/PTFE-SPME
przygotowanych w grupie Prof. Ezel Boyaci (wykonatem etapy: ekstrakcji, analiz GC-MS,
interpretacji chromatograméw 1 omoéwienia wynikow). Analogicznie, zaprojektowalem i
wykonalem walidacj¢ uprzednio zoptymalizowanej metody dla nowych witokien SPME
(wszystkie etapy). W czynnos$ciach tych czesciowo asystowali mi studenci METU (Merve
Cakmake1 1 Silanur Sevgen), co byto formg przeszkolenia ich do samodzielnych prac w
przysztych projektach. Opracowany protokol analityczny zweryfikowalem analizujac lotne
metabolity w probkach biologicznych. W tym celu zastosowatlem nowej generacji wtdkna
SPME 1 zwalidowang procedur¢ analityczng w eksperymentach in vitro z liniami komorek
nowotworowych B16F10 (czerniak) 1 LL2 (rak ptuc), przeprowadzajac samodzielnie wszystkie
ekstrakcje LOZ, analizy GC-MS, interpretacje chromatogramow i omoéwienie uzyskanych
wynikoéw. Pod wzgledem redakcyjnym, uczestniczytem w pisaniu manuskryptu (materiaty i
metody, opis wynikoéw 1 ich dyskusja) oraz odpowiedzi do recenzentéw i zwigzanych z tym

poprawek koncowej wersji artykutu.

[A-6]

Jako wnioskodaweca 1 kierownik projektu NCN, z realizacji ktdérego powstata niniejsza praca,
bylem autorem catej koncepcji badan, zaré6wno pod wzgledem merytorycznym jak i
technicznym, przy czym konkretne szczegoty dotyczace hodowli mikroorganizmow (dawki
antybiotykow, rozcienczenia do zliczen posiewu, 1 inne) wymagaty konsultacji ze specjalista w

dziedzinie mikrobiologii, tj. Dr. Tomaszem Bogielem. Samodzielnie zaprojektowalem i
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skonstruowatem caty system do eksperymentow in vitro, umozliwiajgcego jednocze$nie
hodowlg bakterii 3D w stabilnych warunkach oraz dynamiczny pobor probek gazowych (DHS)
na rurki sorpcyjne w regularnych odstepach czasu (profilowanie emisji LZO) z gwarantowang
zabezpieczeniem przed kontaminacjg probek 1 powtarzalno$cig calej procedury (redukcja
sorpcji wody, precyzyjna kontrolna przeptywow). Wykonatem analizy GC-MS 1 bralem udziat
w interpretacji zebranych danych chromatograficznych. Sfinansowatem z kierowanego przeze
mnie projektu zakup aparatury TD-GC-MS, cze$ci niezbednych do konstrukcji systemu in
Vitro.

Pod wzgledem redakcyjnym jako autor gtowny i korespondencyjny, zaplanowatem konspekt
publikacji — podzial na sekcje poswigcone kolejnym problemom badawczym, uczestniczylem
w pisaniu wszystkich sekcji manuskryptu, zwlaszcza szczegotowej dyskusji wynikéw,

odpowiedzi na recenzje i zwigzanych z nimi korektach koncowej wersji manuskryptu.

[A-7]

Z racji, iz niniejsza praca jest kontynuacja tego samego projektu, rozszerzajaca spdjne
koncepcyjnie wyniki o kolejny patogen z grupy ,.krytycznych” (wg raportu WHO z 2017r.),
moj wkiad jest identyczny jak w poprzedniej pracy, przy czym dodatkowo stworzylem protokot
do automatycznej interpretacji danych chromatograficznych, bazujacego na bibliotece 140
metabolitow (zmierzonych przeze mnie metoda GC-MS uzyta w badaniach in vitro). Koszt
zakupu wszystkich wzorcéw, na podstawie ktorych zbudowalem biblioteke metabolitow,
pokryty zostat z mojego projektu NCN nr 2017/26/D/NZ6/00136. Poczynione w tym celu
czynnosci opisane sg szczegdtowo w poprzednich cze$ciach niniejszego autoreferatu. Pod
wzgledem redakcyjnym, uczestniczytem w pisaniu pierwotnego manuskryptu, a jako tzw. autor
korespondencyjny odpowiadatem rowniez za rewizj¢ 1 korekty manuskryptu az po koncowsa

jego wersje oraz za szczegOtowe odpowiedzi do recenzentow.

[A-8]

W pierwszej czesci niniejszej pracy, bylem pomystodawca badan, osobiscie przeszkolitem
studenta (Matthias Wenzel) do wykonywania eksperymentow in vitro z pojedynczymi i
mieszanymi hodowlami S. aureus i C. albicans, nadzorowatem i1 weryfikowalem poprawnos¢
jego pracy na poczatkowym jej etapie (pobieranie probek gazowych z hodowli, analizy TD-
GC-MS), a takze uczestniczylem w interpretacji danych chromatograficznych (analiza

jakosciowa i ilosciowa LZO).
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W drugim etapie pracy, samodzielnie zaplanowatem i zrealizowatem cato$¢ badan, poczynajac
od odbierania probek BAL ze szpitalnego laboratorium mikrobiologicznego, przez wszystkie
ekstrakcje TFME, pomiary GC-MS, interpretacje danych, na analizie statystycznej wynikow
konczac. Pod wzgledem redakcyjnym jako autor pierwszy 1 korespondencyjny, uczestniczytem
we wszystkich etapach pisania kazdej czesci niniejszej pracy, dyskusji wynikow, odpowiedzi

do recenzentow i korekt w finalnej wersji manuskryptu.

[A-9]

Jako wnioskodawca 1 kierownik projektu NCN (nr 2017/26/D/NZ6/00136) opracowatem
szczegotowa koncepcje catosci badan taczacych eksperymenty laboratoryjne (hodowle in vitro
mikroorganizméw) oraz kliniczne (oparte na analizie oddechu). Osobiscie zaprojektowatem i
skonstruowatem urzadzenia stanowiace platform¢ analityczng wykorzystywang w badaniach,
opracowatem i zoptymalizowatem protokoty analityczne, szkolitem studentow 1 nadzorowatem
ich prace na poszczegdlnych etapach, finansowatem zakup materiatow zuzywalnych i srodkow
trwatych niezbednych do realizacji doswiadczen. Wspoétwykonywatem interpretacje danych
chromatograficznych 1 przeprowadzilem wszystkie analizy statystyczne prowadzace do
koncowego testu oddechowego. Pod wzgledem redakcyjnym jako autor pierwszy i
korespondencyjny, uczestniczytem we wszystkich etapach pisania kazdej cze$ci niniejszej

pracy, dyskusji wynikow, odpowiedzi do recenzentow 1 korekt w finalnej wersji manuskryptu.

4.1.5. Przeglad najwazniejszych osiggnie¢ naukowych bedacych podstawg
autoreferatu
[A-1]

e Wykazanie wigkszej uzytecznosci (tj. wigkszej ilosci oraz stezenia LZO) pobierania
powietrza pecherzykowatego (end tidal air) za pomoca nowo skonstruowanego,
zautomatyzowanego urzadzenia kontrolowanego wbudowanym kapnometrem,
wzgledem pobierania powietrza catkowitego (mixed expiratory air) metoda klasyczng i
wdrozenie nowej procedury w badaniu klinicznym (pacjenci z nowotworem ptuc).

e Opracowanie, zoptymalizowanie 1 zastosowanie prototypowego systemu do ekstrakcji
LZO ex vivo z materiatu ludzkiego (tkanki ptuc) gwarantujagcego wysoka czutos¢ analiz
z jednoczesng redukcjg sorpcji wody na weglowych sitach molekularnych.

e Opracowanie, zoptymalizowanie 1 zastosowanie pelnej, uniwersalnej, metody

analityczne] TD—-GC-MS do oznaczania szerokiego zakresu LZO z wysoka czuto$cig
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(limity detekcji na poziomie ppt, wyznaczone z krzywej kalibracyjnej) we wszystkich
matrycach biologicznych.

e Wykazanie roznic w profilach metabolicznych dla tkanek nowotworowych wzgledem
tkanek zdrowych pluca i analogicznie — dla oddechow pacjentow z rakiem pluc wzgledem
oddechéw 0sob zdrowych.

e Wyselekcjonowanie zwigzkow wystepujacych w sposob spojny (pod wzgledem
gradientu st¢zenia 1 istotnos$ci statystycznej) w probkach z dwoch oraz wszystkich trzech
poziomow biologicznych: komorkowym, tkankowym i oddechowym.

e Potwierdzenie uzyteczno$ci modelu wielopoziomowe] ewaluacji biologicznego
znaczenia lotnych metabolitéw w oddechu, ktory stal si¢ rama dla pozniejszych badan w
cyklu habilitacyjnym — analiz biomarkerow bakteryjnych w oddechu pacjentow z

respiratorowym zapaleniem ptuc.

[A-2]

e Modyfikacja protokotu pobierania oddechu dla zwigkszenia stabilno$ci probki i
zapobiegania jej zanieczyszczeniu poprzez wyeliminowanie workow Tedlarowych i
ekstrakcje LZO na rurkach sorpcyjnych w miejscu poboru probek —> protokot ten
zastosowano w kolejnych badaniach klinicznych niniejszego cyklu oraz jako platforme
startowa do konstrukcji nowej generacji samplera (do ekstrakcji w czasie rzeczywistym)
we wspolpracy z firmg PAS Technology Deutschland.

e Potwierdzenie uzytecznosci prototypowego oprogramowania z dekonwolucjg sygnatu
MS do automatycznej identyfikacji 1 integracji ztozonych danych chromatograficznych.

e Zastosowanie logicznie uzasadnionej sekwencji redukcji zmiennych, na etapie
poprzedzajacym koncowa klasyfikacje pacjentow, celem uniknigcia nieprawdziwych
wynikow (tzw. voodoo correlations) —> strategie redukcji zmiennych zastosowano tez w
kolejnym badaniach oddechu w tym cyklu

e Chemiczna identyfikacja LZO w oddechu rozr6zniajacych pacjentow w fazie zaostrzenia

POChP wzgledem stabilnego POChP.

[A-3]
e Oryginalna koncepcja metodologiczna — kompleksowa analiza techniki SPME jako
platformy taczacej badania kliniczne, farmakologiczne 1 biotechnologiczne z ludzkim

metabolomem.
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[A-4]

[A-5]

Zdefiniowanie barier analitycznych (np. pojemno$¢ sorbentow, efekt matrycy,
walidacja) 1 sformutowanie standardow dla zastosowan klinicznych.

Nakres$lenie dalszych perspektyw dla wykorzystania analizy ludzkiego metabolomu w
praktyce klinicznej — zaproponowanie integracji mikroekstrakcji z metabolomikg LZO
w modelach in vitro, ex vivo i in vivo — jako punkt odniesienia dla badan translacyjnych.
Wskazanie kierunkow rozwoju technik mikroekstrakcyjnych — ukierunkowanie

dalszych rozwojowych w tym cyklu.

Optymalizacja protokotu analitycznego wykorzystujacego siatki TFME do ekstrakcji
LZO z prébek biologicznych z wyznaczenie limitow detekcji dla wybranych LZO
Pierwsze na $wiecie zastosowanie siatek TFME pokrytych sorbentem HLB dla
ekstrakcji lotnych metabolitow z komoérek nowotworowych

Potwierdzenie zgodno$ci emisji wybranych lotnych metabolitow (np. pirydyna,
butanedion) w badaniach in vitro (linie komorkowe) i ex vivo (tkanki pluc) —
potwierdzona translacyjnos¢ badan z réznymi matrycami biologicznymi

Dostarczenie podstawy metodologicznej do dalszych badan w cyklu (analizy BAL), a
nawet ogdlnodostepnego protokotlu analitycznego bo badania emisji LZO z probek

biologicznych (w formie ,,open access” w Green Analytical Chemistry 2025).

Eliminacja bleeding’u z nowej generacji wiokien SPME wytworzonych przez partnera
projektu (faza ekstrakcyjna: Teflonu + HLB) 1 optymalizacja protokotu mikroekstrakcji
z ich uzyciem.

Pelna walidacja analityczna wczesniej zoptymalizowanego protokotu (powtarzalnos$¢
intra/inter-fiber, liniowo$¢, LOD, precyzja, doktadnos$¢, efekt przeniesienia, stabilnos¢).
Pierwsze zastosowanie wiokien z teflonowg fazg ekstrakcyjnag do analiz lotnych
metabolitow z komorek nowotworowych (B16 1 LL2).

Potwierdzenie onkogennego pochodzenia LZO zgtaszanych wczesniej w literaturze i
zaproponowanie kolejnych metabolitow.

Wykazanie wptywu leku przeciwnowotworowego (Kombretastatyny A4) na

metabolizm LZO w komorkach czerniaka (B16F10) i raka ptuca (LL2).
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[A-6]

[A-7]

Stworzenie eksperymentalnego systemu in vitro do badan bakteryjnego volatilomu.
Wykonano pierwsze petne profilowanie dynamicznych zmian LZO dla K. pneumoniae
—> wyodrebniono trzy gtowne profile kinetyki LZO: (1) proporcjonalny do catkowitej
zawarto$ci bakterii w hodowli, (2) z przejsciowym maksimum w fazie logarytmicznej
wzrostu mikroorganizmow oraz (3) degradacji w czasie.

Wykazano istotne réznice w emisji LZO przez szczepy wrazliwy i oporny na
karbapenemy (np. 2-pentanon, 2-heptanon, 2-nonanon).

Udowodniono wplyw antybiotykdw na metabolizm LZO bakterii, co $wiadczy o
potencjale bakteryjnych LZO do odzwierciedlania odpowiedzi na antybiotykoterapie.
Potwierdzono bardzo wysoka stabilno$¢ profili LZO uwalnianych z izolatow
klinicznych K. pneumoniae — az 44 z 50 istotnych (p<0.05) metabolitow wykryto w
100% badanych izolatow — definiujac tzw. ,,core volatilome” dla K. pneumoniae.
Potwierdzono uzyteczno$¢ modeli in vitro dla identyfikacji biologicznie istotnych
metabolitow poprzez wykazanie zgodnosci profili LZO izolatow klinicznych i

szczepOw wzorcowych.

Analogicznie, jak w poprzedniej pracy, lecz w odniesieniu do Escherichia coli, tj.:

[A-8]

W pelnym profilowaniu LZO potwierdzono te same trzy gtoéwne profile ich emisji.
Wykazano statystycznie istotne roznice w profilach LZO dla szczepu opornego i
wrazliwego na antybiotyki.

Wykazano silnie supresyjny wptyw antybiotykow na emisj¢ LZO z wrazliwego E. coli.
Rozszerzono koncepcje ,,core volatilome” (facznie 39 LZO) odwzorowujacego ceche
gatunkowg izolatow klinicznych E. coli (n=21) o dodatkowy ,,pan volatilome” (tacznie
32 LZO) jako cech¢ zmiennosci szczepowe;.

Opracowano protokot automatycznej interpretacji danych z analiz chromatograficznych

Na podstawie porownania petnych profili LZO z hodowli pojedynczych i mieszanych
Stahylococcus aureus 1 Candida albicans, wykazano wplyw interakcji bakteryjno-
grzybicznych na emisj¢ lotnych metabolitow:

— efekt dominacji jednego z mikroorganizmow

— efekt addytywny wynikajacy z synergizmu obu mikroorganizmow
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[A-9]

Po raz pierwszy na $wiecie zastosowano protokét TFME-GC-MS do analizy lotnych

metabolitow w probkach klinicznych BAL, potwierdzajac jego przydatnos¢ w

badaniach translacyjnych.

Poprzez poréwnanie wynikéw badan in vitro (hodowle S. aureus 1 C. albicans) z analiza

ex vivo materialu BAL wykazano, ze:

— obecno$¢ konkretnych patogenoéw ksztaltuje charakterystyczne profile metabolitow
lotnych w wydzielinach plucnych pacjentow z VAP

—>wsérod LZO wykrytych w materiale biologicznym znajdujg si¢ metabolity
zdefiniowane w modelach in vitro

— niektore grupy zwiazkéw (np. aldehydy, weglowodory) wystepuja wylacznie w
materiale klinicznym, co dowodzi ich pochodzenia z interakcji patogen—gospodarz 1

procesow zapalnych w ptucach

Potwierdzenie wykrywalnosci wyselekcjonowanych zwigzkéw o pochodzeniu
bakteryjnym w oddechu pacjentéow wentylowanych mechanicznie.

Okreslenia egzogennego pochodzenia zwigzkéw wykrywanych w oddechu pacjentow
wentylowanych mechanicznie i tempa ich eliminacji.

Wprowadzenie usystematyzowanej redukcji zmiennych w analizie oddechu.
Zastosowanie koncowego testu oddechowego bazujacego na dziewigciu
wyselekcjonowanych metabolitach pochodzenia bakteryjnego do klasyfikacji
pacjentow VAP wzgledem pacjentow mechanicznie wentylowanych bez infekcji.
Porownanie wydajnosci klasyfikacyjnej tego testu z innymi metodami diagnostycznymi

VAP aktualnie stosowanymi w praktyce kliniczne;j.

4.2. Drugie osiagniecie naukowe — wspolpraca z partnerami nieakademickimi w

ramach wspolpracy nauki z biznesem

Podczas zatrudnienia w centrum badawczym Oncotyrol oraz Uniwersytecie Leopolda

Franza w Innsbrucku, jako Senior Scientist uczestniczylem w badaniach naukowych, ale tez

dziataniach rozwojowo-wdrozeniowych we wspotpracy z partnerami biznesowymi. Jednym z

nich bylta firma Five Technologies GmbH (Monachium, Niemcy), ktora w tamtym czasie

rozwijala si¢ jako producent spektrometrow mas z analizatorem czasu przelotu (ToF-MS).
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Jednoczesnie z rozwojem zaawansowanej aparatury analitycznej firma ta opracowywata
specjalistyczne oprogramowanie dedykowane do interpretacji bardzo ztozonych danych
pomiarowych. Jako klient i uzytkownik aparatury ToF-MS zakupionej od tej firmy, a
jednoczesnie partner naukowy w koordynowanym przez Oncoytrol przedsiewzigciu bytem
Beta-Testera oprogramowania BreathView® (w latach 2012-2015) bedac odpowiedzialnym za:
weryfikowanie poprawnos$ci detekcji 1 identyfikacji zwigzkow w probce (w oparciu o
stworzong przeze mnie baze danych zawierajaca widma masowe zsynchronizowane z czasami
retencji zmierzonymi dla substancji wzorcowych), a takze poprawnos¢ integracji powierzchni
pikéw chromatograficznych bazujgcych na sygnatach spektrometru mas poddanym procesowi
dekonwolucji. Dodatkowo wykrywatem btedy w funkcjonowaniu programu i ocenialem jego
uzyteczno$¢ w zastosowaniu do rzeczywistych probek (oddechy pacjentow w badaniach
klinicznych w Austrii). Efekt wspolpracy byta koncowa wersja oprogramowania BreathView®
do chemometrycznej interpretacji ztozonych danych GC-MS oraz GC-ToF-MS, ktorego
licencja nalezy do centrum ONCOTYROL.

Drugg firma, z ktorg wspdlpracowatem juz po zatrudnieniu na stanowisku adiunkta w
Collegium Medicum UMK, byta PAS Technology Deutschland (Magdala, Niemcy). Firma ta
byla partnerem kierowanego przeze mnie projektu (MNISW/2020/331/DIR: Zminiaturyzowane
i zautomatyzowane urzadzenie do pobierania probek wydychanego powietrza o potencjalnym
znaczeniu w diagnostyce medycznej) realizowanego w ramach programu Inkubator
Innowacyjnosci 4.0. Nawigzana wspolpraca miala na celu skonstruowanie urzadzenia do w
pelni zautomatyzowanego pobierania powietrza pecherzykowatego (end-tidal air) poprzez
elektroniczne sterowanie elektrozaworami zalezne od wydychanego CO», z jednoczesng
ekstrakcja oddechu na rurkach sorpcyjnych w $cisle kontrolowanych warunkach temperatury,
przeplywu i objetosci gazowej probki. Moim udzialem byto opracowanie koncepcji urzadzenia
1 jego projektowanie w oparciu o doswiadczenia z poprzednich bada w Austrii, a takze
testowanie urzgdzenie w warunkach rzeczywistych, tj. pobierania oddechu od pacjentow
wentylowanych mechanicznie na Oddziale Anestezjologii 1 Intensywnej Terapii 10 WSK w

Bydgoszczy.
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4.3. Analiza bibliometryczna

Dane naukometryczne zestawione zostaty dnia 08.09.2025r. przez pracownikow (Anng
Kaszewska i Joanne Stomkowska) Biblioteki Medycznej Collegium Medicum im. Ludwika
Rydygiera w Bydgoszczy Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu, nr sygnatury: OBG-
02-1.63.303.2025.

Calosé¢ dorobku naukowego:
Laczna warto$¢ punktacji KBN/MNiSW: 1976.000
Warto$¢ wskaznika IF: 136.492
Cytowania (Web of Science Core Collection): 3558
Cytowania bez autocytowan (Web of Science Core Collection): 3389
Index H=22 (Web of Science Core Collection)
Cytowania (Scopus): 3817
Cytowania bez autocytowan (Scopus): 3649

Index H=23 (Scopus)

Dorobek po uzyskaniu stopnia doktora:
¥.3czna warto$¢ punktacji KBN/MNiSW: 1710.000
Wartos¢ wskaznika IF: 111.434

4.4. Podsumowanie pozostalego dorobku i osiaggni¢¢ naukowych poza cyklem

habilitacyjnym

Poza realizacja badan stanowigcych osiggnigcie naukowe niniejszego cyklu
habilitacyjnego bylem wykonawca grantow badawczych o zasiggu migdzynarodowym, czego
efektem byty liczne publikacje naukowe dotyczace metodologii chromatograficznej, rozwoju
technik ekstrakcyjnych oraz lotnych biomarkeréw, stanowigcych istotny wkiad w dyscyplinie

chemii analitycznej i badah metabolomicznych.

4.4.1. Artykuly naukowe opublikowane po uzyskaniu stopnia doktora

Dla lepszej przejrzysto$ci, prace — opublikowane juz po uzyskaniu stopnia doktora, ale

nie wchodzace w cykl habilitacyjny — podzielone na zbiory okreslajace tematyke ich badan.
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Rozwdj technik mikroekstrakcyjnych

Zbiér obejmuje prace poswigcone rozwojowi i zastosowaniu nowoczesnych technik
ekstrakcyjnych do analizy zwigzkéw lotnych i nielotnych w materiatach biologicznych, w
kontekscie diagnostyki infekcji oraz monitorowania skuteczno$ci terapii. Wspolnym
mianownikiem tych badan jest dgzenie do opracowania metod umozliwiajgcych zintegrowana
ocen¢ stanu pacjenta poprzez rownolegla analize biomarkerow metabolomicznych i
farmakokinetycznych. Takie podejscie stanowi istotny krok w kierunku spersonalizowanej
terapii zakazen u pacjentéw krytycznie chorych, zwlaszcza w warunkach intensywnej terapii,
gdzie zarbwno wczesna diagnostyka, jak 1 kontrola skuteczno$ci leczenia antybiotykowego
maja kluczowe znaczenie.

W ramach tego kierunku opracowano i zoptymalizowano szereg rozwigzan
ekstrakcyjnych, pozwalajacych na efektywne pozyskiwanie 1 oznaczanie zwigzkéw o szerokim
zakresie polarnos$ci. Dotyczylo to zaré6wno lotnych metabolitow pochodzenia
mikrobiologicznego, jak i substancji nielotnych — frakcji wolnej (niezwigzanej z biatkami
osocza) antybiotykdw stosowanych w leczeniu VAP. Opracowane tu po raz pierwszy na
Swiecie pelne protokoly analityczne dla technik TD (dedykowany system dla rurek
sorpcyjnych), SPME (nowej generacji wtokna z faza HLB/PTFE), TFME (siatki weglowe
pokryte HLB) do koncowych analiz GC-MS — ale takze LC-MS/MS — umozliwity oznaczanie
zwiazkow endo- 1 egzogennych (chemoterapeutykow) w roznych matrycach biologicznych: od
oddechu pacjenta po krew i ptyn oskrzelowo-pgcherzykowy (BAL). Zastosowane metody
pozwolily na iloSciowe oznaczanie frakcji wolnych antybiotykéw p-laktamowych
(piperacyliny 1 imipenemu) w probkach klinicznych pozyskanych od pacjentow z
respiratorowym zapaleniem pluc (potwierdzonym mikrobiologicznie), co umozliwia oceng
rzeczywiste] dostepnosci leku w miejscu zakazenia. Jak wykazano, dla pacjentow w stanie
krytycznym ilo$ci biologicznie aktywnego leku w ognisku zakazenia (pluca) rézni si¢ znacznie
od informacji z oficjalnej Charakterystyki Produktu Leczniczego.

Kolejnym istotnym osiggni¢ciem zbioru jest rozwd] narzedzi analitycznych
umozliwiajacych zwigkszenie zakresu analizowanych zwigzkow, czutosci 1 powtarzalnosSci
analiz. Scharakteryzowano mi¢dzy innymi widkna SPME z nowatorska powloka HLB/PTFE,
charakteryzujace si¢ wysoka odpornoscig chemiczng i trwato$ciag oraz zademonstrowano ich
uzyteczno$¢ do analiz z uzyciem chromatografii cieczowej 1 gazowej tych samych probek

biologicznych (linii komoérek nowotworowych).
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Sumarycznie, badania te potwierdzily, ze mikroekstrakcja (SPME, TFME) stanowi
uniwersalne narzedzie dla analizy biomarkeréw w badaniach translacyjnych. Udowodniono, ze
zastosowane techniki umozliwiaja integracje dwoch dotychczas odrgbnych obszarow:
diagnostyki za pomocg testow oddechowych oraz terapeutycznego monitorowania stgzen
lekow (Therapeutic Drug Monitoring, TDM), w spdjna koncepcje metabolomiczno-
farmakologiczng. Wktad naukowy tych prac polega zatem na scharakteryzowaniu i
zastosowaniu metod analitycznych, ktore nie tylko umozliwiaja identyfikacje i iloSciowa oceng
zwigzkow lotnych w kontekScie zakazen, ale takze pozwalajg na kontrole efektywnosci
farmakoterapii, stanowigc podstawg dla rozwoju spersonalizowanej medycyny w warunkach

intensywne;j terapii.

Lista publikacji:

[B-1] Kahremanoglu K, Jaroch K, Szeliska P, Filipiak W, Charemski B, Zuchowska K, Cetin
E, Eroglu A, Bojko B, Boyaci E
Assessment of thermal and solvent stable SPME fibers for metabolomics studies
performed in living systems
Talanta, 2025, vol. 287, 127646, doi: 10.1016/j.talanta.2025.127646
IF: 6.1 MNiSW: 100 cytowan: 1

[B-2] Zuchowska K, Filipiak W, Bojko B
Protocol for the untargeted analysis of volatile metabolites in the headspace of
biological samples using Thin-Film Microextraction coupled to GC-MS
Green Analytical Chemistry, 2025, vol. 13, 100242; doi: 10.1016/j.greeac.2025.100242
IF: 6.2 MNiSW: 5 cytowan: 5

[B-3] Wiodarski R, Zuchowska K, Filipiak W
Quantitative Determination of Unbound Piperacillin and Imipenem in Biological
Material from Critically Ill Using Thin-Film Microextraction-Liquid Chromatography-
Mass Spectrometry
Molecules, 2022, vol. 27, nr 3, s.1-20; doi: 10.3390/molecules27030926
IF: 4.6 MNiSW: 140 cytowan: 8
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[B-4] Filipiak W, Beer R, Sponring A, Filipiak A, Ager C, Schiefecker A, Lanthaler S,
Helbok R, Nagl M, Troppmair J, Amann A
Breath Analysis for In Vivo Detection of Pathogens Associated with Ventilator-
Associated Pneumonia in Neurocritical Care Patients: A Prospective Pilot Study
Journal of Breath Research vol. 9 (2015) 016004; doi: 10.1088/1752-7155/9/1/016004
IF: 4.177 MNiSW: 40 cytowan: 91

Wolatilom — prace przeglgdowe

Zbidr obejmuje prace przegladowe i redakcyjne pos§wigcone biologicznym zrédtom
lotnych  zwiazkéw organicznych (LZO), ich znaczeniu diagnostycznemu oraz
metodologicznym wyzwaniom w badaniach nad metabolizmem lotnym. Wspo6lnym celem tych
publikacji byto zintegrowanie wiedzy z rozproszonych dziedzin — mikrobiologii, onkologii,
biochemii i chemii analitycznej — w celu stworzenia spdjnych ram pojeciowych dla interpretacji

wynikoéw badan wolatilomicznych w medycynie.

Chronologicznie pierwsza z prac w tym zbiorze [B-9], dostarczyla szczegodtowego
kompendium lotnych zwigzkow organicznych wykrytych we wszystkich badanych dotychczas
probkach biologicznych pochodzacych z organizmu zdrowego czlowieka (jako ogotu),
zestawiajac taczng ich ilos¢ 1840 substancji chemicznych, z ktorych 872 emitowanych byto w
oddechu, 532 ze skory, 381 z fekaliow, 359 ze $liny, 279 z moczu, 256 z mleka i 154 z krwi.
Calosciowo, praca ta dostarczyla pelnego fizjologicznego obrazu zrodta LZO dla ludzkiego
wolatilomu. Byt to pierwszy w §wiatowej literaturze tak szeroki przeglad lotnych metabolitow
endogennych, stanowiacy punkt odniesienia dla interpretacji zmian zachodzacych w patologii.
Publikacja ta przyczynila si¢ do opracowania pojecia ,volatilomu fizjologicznego”,
stanowigcego baze poréwnawczg dla dalszych badan diagnostycznych.

Z kolei, w pracy opublikowanej w Current Medicinal Chemistry [B-8] dokonano
kompleksowego przegladu danych dotyczacych LZO pochodzenia komérkowego w chorobach
nowotworowych. Artykul ten stanowit pierwsze syntetyczne opracowanie taczace dane z badan
in vitro, ex vivo 1 in vivo, podkreslajac réznice w profilach LZO pomiedzy zdrowymi i
nowotworowymi tkankami ludzkimi. W publikacji tej omowiono biologiczne pochodzenie
LZO, a szczegblny nacisk potozono na naznaczenie standaryzacji protokotow analitycznych, w

tym pobierania probek, identyfikacji analitoéw 1 rzetelno$ci stosowanej metody analityczne;.
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Praca ta potozyla podwaliny pod moje podzniejsze badania dotyczace metabolizmu LZO,
wskazujac na konieczno$¢ jednoznacznego i rzetelnego okreslania zrodet emisji LZO.

Opracowanie redakcyjne [B-7], otwierajace specjalne wydanie czasopisma poswigcone
komoérkowemu pochodzeniu LZO, porzadkowato wiedze¢ dotyczaca metabolizmu lotnych
zwiazkow w ukladach biologicznych. Prace nadestane na wezwanie sformutowane w tym
opracowaniu podkreslaty fundamentalne dla dyscypliny (wolatilomu ludzkiego) znaczenie
badan in vitro dla interpretacji analiz oddechu w badaniach klinicznych. Opublikowana
rownoczesnie w European Respiratory Journal [B-6] perspektywa przedstawiata dalsze
strategie klinicznych zastosowan analizy LZO w diagnostyce respiratorowego zapalenia ptuc.
W pracy zwrdécono uwage na ograniczenia Owczesnych metod mikrobiologicznych oraz
potencjat bezinwazyjnych technik analitycznych w szybkim wykrywaniu infekcji. Publikacja
ta stanowila kolejny wazny glos w dyskusji nad koniecznoscig walidacji biomarkeréw LZO w
badaniach translacyjnych, co uwzglednione zostalo w moich projektach z badaniami
klinicznymi w kolejnych latach.

Najbardziej aktualna w tym zbiorze praca [B-5], stanowi pierwsze catosciowe
podsumowanie dotychczasowych badan nad LZO w konteks$cie metabolizmu bakteryjnego.
Oprocz sporzadzonego przeze mnie omowienia technik analitycznych stosowanych w analizie
bakteryjnych LZO, dodatkowo, razem z mgr Karoling Zuchowska (ktorej doktoratu jest
promotorem pomocniczym) dokonaliSmy systematycznej analizy literatury 1 porownaliSmy
profile wydzielania LZO mig¢dzy réznymi gatunkami bakterii, zestawiajac dane uzyskane w
warunkach in vitro z obserwacjami ex vivo 1 in vivo. W pracy wskazano najczesciej
powtarzajace si¢ biomarkery infekcji oraz zwrdcono uwage na znaczenie interakcji
mig¢dzygatunkowych, ktore modyfikujg sygnatur¢ LZO w warunkach klinicznych. Publikacja
ta, ugruntowata role¢ LZO jako narzedzia diagnostycznego w mikrobiologii klinicznej, a
jednoczesnie wskazata najwazniejsze kierunki dalszego rozwoju w tej dziedzinie.

Lacznie, prace tego zbioru stanowig podstawe teoretyczng calego cyklu badan
habilitacyjnych, definiujac pojecia ,,komorkowego™ 1 ,,mikrobiologicznego” wolatilomu oraz
wskazujac na potrzebe zintegrowania danych metabolomicznych z klinicznymi uzyskanych
standaryzowanymi i rzetelnymi metodami analitycznymi. Ich znaczenie polega na stworzeniu
interdyscyplinarnego pomostu mi¢dzy biochemia, mikrobiologia a diagnostyka oddechowa, a
takze na sformutowaniu metodologicznych standardow, ktore umozliwily pdzZniejsze

wdrozenie analiz LZO w badaniach translacyjnych.
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Lista publikacji:

[B-5]

[B-6]

[B-7]

[B-8]

[B-9]

Zuchowska K, Filipiak W

Modern approaches for detection of volatile organic compounds in metabolic studies
focusing on pathogenic bacteria: Current state of the art

Journal of Pharmaceutical Analysis 14 (2024) 100898; doi: 10.1016/j.jpha.2023.11.005
IF: 8.9 MNISW: 140 cytowan: 24

Filipiak W, Ager C, Troppmair J

Predicting the future from the past: volatile markers for respiratory infections
European Respiratory Journal 2017: 49: 1700264; doi: 10.1183/13993003.50264-2017
IF: 12.244 MNiSW: 45 cytowan: 7

Filipiak W, Hill J

Focus issue on the cellular origin of volatile metabolites

Journal of Breath Research vol. 11 (2017): 010201; doi: 10.1088/1752-7163/aa6227
Editorial

Filipiak W, Mochalski P, Filipiak A, Ager C, Cumeras R, Davis C, Agapious A,
Unterkofler K, Troppmair J

A Compendium of Volatile Organic Compounds (VOCs) Released by Human Cell Lines
Current Medicinal Chemistry 2016, 23(20): 2112-2131;

doi: 10.2174/0929867323666160425113836

IF: 3.249 MNiSW: 35 cytowan: 104

de Lacy Costello B, Amann A, Al-Kateb H, Flynn C, Filipiak W, Khalid T, Osborne
D, Ratcliffe N

A review of the volatiles from the healthy human body

Journal of Breath Research 8 (2014) 014001 (29pp); doi: 10.1088/1752-
7155/8/1/014001

IF: 4.631 MNiSW: 35 cytowan: 903
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Pozostate publikacje naukowe

Zbior ten obejmuje réznorodne tematycznie publikacje naukowe z zakresu chemii
analitycznej, bioanalityki, chemii organicznej oraz nauk o Zywnosci, stanowigce rezultat
wspotpracy krajowej (Politechnika Gdanska i Instytut Sportu w Warszawie) a takze
miedzynarodowej (Uniwersytet Komenskiego w Bratystawie, Stowacja). Prace te nie sg
bezposrednio powigzane z gtownym cyklem habilitacyjnym, ale ilustrujg szerokie spektrum
zainteresowan badawczych oraz kompetencji autora w zakresie opracowywania i walidacji
metod analitycznych stosowanych w zlozonych matrycach biologicznych i §rodowiskowych.
W szerszej perspektywie potwierdzaja one zdolno$¢ autora do prowadzenia badan o charakterze
interdyscyplinarnym, taczacym rozwoj metod GC-MS z praktycznym zapotrzebowaniem w

dziedzinie analityki farmaceutycznej i chemii zywnosci.

Lista publikaciji:

[B-10] Waraksa E, Kowalski K, Ktodzinska E, Rola R, Ciekot J, Filipiak W, Bienkowski T,
Namiesnik J
A rapid and eco-friendly method for determination of the main components of gamma-
oryzanol in equestrian dietary and nutritional supplements by liquid chromatography—
Tandem mass spectrometry
Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis 2019, vol. 172, s. 339-348;
doi: 10.1016/}.jpba.2019.04.029
IF: 3.209 MNiSW: 100 cytowan: 11

[B-11] Kubinec R, Kotora P, Ferenczy V, Blasko J, Podolec P, Hengerics Szab6 A, Behulova
D, Bierhanzl V, Cabala R, Stuchlik S, F ilipiak W, Théng NM
Simultaneous analysis of carbohydrates, polyols and amines in urine samples using
chemical ionization gas chromatography with tandem mass spectrometry
Journal of Separation Science 2018 Jan; 41(2):449-458; doi: 10.1002/jssc.201700715
IF: 2.516 MNiSW: 30 cytowan: 12

[B-12] Gabrisova L, Galbava P, Szaboova Z, Juriga M, Macho O, Blasko J, Kubinec R,
Filipiak W, Kubincova J, Peciar M

65



HTGC-MS for determination of flavonol glycosides in nutritional supplement with
extract from Vaccinium macrocarpon

Monatshefte fiir Chemie - Chemical Monthly 2018, vol. 149, nr 9, 5.1623-1627;

doi: 10.1007/s00706-018-2235-6

IF: 1.501 MNiISW: 25 cytowan: 1

[B-13] Galbava P, Kubinec R, Szaboova Z, Blasko J, Gabrisova L, Macho O, Cabala R,
Stuchlik S, Filipiak W, Thang NM
GC-MS analysis of waxes in candle without chromatographic separations
Monatshefte fiir Chemie - Chemical Monthly 2018, vol. 149, nr 9, 5.1543-1548;
doi: 10.1007/s00706-018-2222-y
IF: 1.501 MNiSW: 25 cytowan: 1

[B-14] Szaboova Z, Blasko J, Galbava P, Niznansky L, Gorova R, Filipiak W, Musil K, Cabala
R, Gabrisova L, Peciar M, Kubinec R
Analysis of triglycerides in butter, plant oils, and adulterated butter with LPGC-MS
Monatshefte fiir Chemie - Chemical Monthly 2018, vol. 149, nr 9, s. 1573-1578;
doi: 10.1007/s00706-018-2228-5
IF: 1.501 MNiSW: 25 cytowan: 4

[B-15] Waraksa E, Filipiak W, Klodzinska E, Ozimek M, Konop M, Namiesnika J
Nonsteroidal anti-inflammatory drug metabolism studies in horses in view of doping
control: analytical strategies and challenges
Analytical Methods, 2019, vol. 11, s. 3767; doi: 10.1039/c9ay00692c
IF: 2.596 MNiSW: 70 cytowan: 0

4.4.2. Realizacja grantow o zasiegu krajowym i miedzynarodowym

Projekty, ktorych bylem wnioskodaweca i Kierownikiem (a takze wykonawca):

* NCN SONATA-13 —nr 2017/26/D/NZ6/00136 — (2018-2022) — Analiza oddechu jako

nowatorska metoda diagnozowania respiratorowego zapalenia ptuc i monitorowania

spersonalizowanej terapii
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* Inkubator Innowacyjnosci UMK 4.0 realizowanego w ramach programu MNiSW — nr
MNISW/2020/331/DIR — (2021-2023) — Zminiaturyzowane i zautomatyzowane
urzadzenie do pobierania probek wydychanego powietrza o potencjalnym znaczeniu w
diagnostyce medycznej

+ Osterreichische Krebshilfe Tirol — projekt nr 14018 — (2014-2015) — “Volatile
Biomarkers of Lung Tumors — A Clinical Study”

Projekty naukowe, w ktérych uczestniczylem jako wykonawea:

* NCBIiR - POLTUR4/MicrolVIVE/5/2021 — (2021-2024) — “Innovation in translational
research: biocompatible microprobe devices for in vitro and in vivo cancer study”.
Kierownik projektu: Prof. dr hab. Barbara Bojko.

* NCN — HARMONIA — nr 2015/18/M/ST4/00059 — (2016-2020) — “New analytical
solutions in oncology: from basic research to rapid intraoperative diagnostics”.
Kierownik projektu: Prof. dr hab. Barbara Bojko.

* ONCOTYROL Center for Personalized Cancer Medicine GmbH (Oncotyrol Phase 1I,
Area 1: Biomarker and Drug Target Identification, projekt nr 2.1.1. — (2012-2015) —
“Volatile compound signatures for lung cancer”. Kierownik projektu: Prof. dr hab.
Anton Amann.

« FFG (Osterreichische Forschungsférderungsgesellschaft mbH) — nr 818803 — (2008-
2012) — "OEPK: Ortung eingeschlossener Personen nach Katastrophen". Kierownik
projektu: Prof. dr hab. Anton Amann.

* FFG & ROCHE — nr 822696 — (2009-2012) — "Atemgasanalyse zur Detektion einer
Ventilator-assoziierten Pneumoniae". Kierownik projektu: Prof. dr hab. Anton Amann.

* VII Program Ramowy Unii Europejskiej — nr 217967 (2008-2012) — "SGL for USaR:
Second Generation Locator for Urban Search and Rescue Operations”. Kierownik
projektu: Prof .Milt Statheropoulos.

* VI Program Ramowy Unii Europejskiej — nr LSHC-CT-2005-019031 (2006-2009) —
"BAMOD: Breath-gas analysis for molecular-oriented detection of minimal diseases”.

Kierownik projektu: Prof. dr hab. Anton Amann.
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4.4.3. Recenzje artykuléw w czasopismach naukowych

® Trends in Analytical Chemistry

® Scientific Reports

e Frontiers in Molecular Biosciences

® Frontiers in Pharmacology

® Analytica Chimica Acta

® Metabolites

® Pathogens

® Journal of Breath Research

® Rapid Communication in Mass Spectrometry
® BMC Pulmonary Medicine

e ntensive Care Medicine

® Oncotarget

® Molecules

® Journal of Separation Science

® AMB Express

® Biomedical Chromatography

® The International Journal of Biochemistry & Cell Biology
® Microchemical Journal

® [nternational Journal of Analytical Chemistry
® Atmospheric Measurement Techniques

® Monatshefte fiir Chemie — Chemical Monthly

4.4.4. Wyroznienia i nagrody

e Nagroda Ministra Nauki 1 Szkolnictwa Wyzszego dla wybitnych mtodych naukowcow
—w 2020 roku (nr STYP/15/0378/E-337/2020)

e Nagroda za najlepszy poster podczas konferencji naukowej 11" JABR Summit 2016,

Zurich, Szwajcaria, zorganizowana (i finansowana) przez czasopismo Journal of
Breath Research
e Dissertations-Férderungspreise 2014 der Osterreichischen Krebshilfe-

Krebsgesellschaft Tirol — Nagroda Austriackiego Stowarzyszenia Przeciwdziatania

68



Nowotworom za najlepsza rozprawe¢ doktorska w 2013r. bezposrednio zwigzang z
badaniami onkologicznymi

e Zespotowa Nagroda I Stopnia od Rektora Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w
Toruniu za osiagni¢cia uzyskane w dziedzinie naukowej w 2021 roku

e Zespolowa Nagroda II Stopnia od Rektora Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w
Toruniu za osiggni¢cia uzyskane w dziedzinie naukowej w 2019 roku

e Indywidualna Nagroda II stopnia od Rektora Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w
Toruniu za osiggni¢cia uzyskane w dziedzinie organizacyjnej w 2018 roku -
stworzenie Pracowni Spektrometrii Mas na Wydziale Farmaceutycznym Collegium
Medicum UMK i wyposazenie jej w nowoczesny sprzet analityczny z pozyskanych
przeze mnie zrodet zewnetrznych (grant NCN nr 2017/26/D/NZ6/00136)

e Jednorazowe stypendia Rektora UMK za wysokopunktowane publikacje naukowe w

roku 201812019

4.4.5. Organizacja oraz udzial w kursach i szkoleniach

Organizacja:

e 2021-10: Organizacja i prowadzenie mi¢dzynarodowego kursu pt. ,,Annual Sample
Prep Summer Course- Sample Preparation for MS Bioanalysis, Theory, Practice and
Application”, Bydgoszcz, Polska

e 2019-09: Organizacja i prowadzenie mi¢dzynarodowego kursu pt. ,,Sample Preparation

Course”, Bydgoszcz, Polska

Udzial jako uczestnik:

e 2023-09: Warsztaty ,,Podstawy Hodowli Komorkowej”, Zaktad Inzynierii Tkankowej,
Wydziat Lekarski CM UMK, Bydgoszcz, Polska

e 2022-09: Kursy ,,/nZynierii Tkankowej i Medycyny Regeneracyjnej”, Zaktad Medycyny
Regeneracyjnej, Bank Komorek 1 Tkanek, Wytwornia ATMP, Wydzial Lekarski CM
UMK, Bydgoszcz, Polska

o 2019-04: Warsztaty ,,Chromatografia gazowa sprzezona ze spektrometrig mas we
wspotczesnej chemii analitycznej” prowadzone w ramach ,,Akademii Chemii
Analitycznej” przez firme¢ ,,Shim-Pol” pod patronatem Polskiego Towarzystwa

Spektrometrii Mass 1 Komitetu Chemii Analitycznej PAN, Jachranka, Polska
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5.1.

2013-02: Warsztaty ,,PTR-MS — theory and practice” prowadzone przez IONICON
Analytik, Innsbruck, Austria

2005-10: Praktyki zawodowe jako nauczyciel chemii w szkole $redniej, I Liceum
Ogo6lnoksztatcace im. Mikotaja Kopernika, Torun, Polska

2005-08: Kursy “Chemometric Aspects of Environmental Analysis”, Wydzial Chemii
Politechniki Gdanskiej, Polska

2005-07: Praktyki zawodowe w Pracowni Analityki Ogoélnej, Biochemii i Hematologii
Zaktadu Diagnostyki Laboratoryjnej Zespolonego Szpitala Uniwersyteckiego w
Toruniu, Polska

2005-06: Studium podyplomowe “Analytic in Environmental Protection” z zakresu
chromatografii i technik pokrewnych, metod przygotowania probek, walidacji i
modelowania komputerowego w analityce, przeprowadzone przez Wydziat Chemii
Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu, Polska

2004-07: Praktyki zawodowe w Miejskiej Oczyszczalni Sciekéw w Toruniu,
przeprowadzone przez “Torunskie Wodociagi Sp. Z.0.0.”, Torun, PL

2004-06: Miedzynarodowy kurs ,,The Balic Sea Environment” przy wspolpracy z
Uppsala University (Szwecja), jeden semestr, przeprowadzony przez Uniwersytet
Mikotaja Kopernika w Toruniu, Polska

2003-09: Praktyki zawodowe jako nauczyciel chemii w Gimnazjum nr 15 im.

Wtadystawa Broniewskiego w Toruniu, Polska

Informacja o wykazywaniu si¢ istotna aktywnoscia naukowq albo artystyczna
realizowana w wig¢cej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji

kultury, w szczegolnosci zagranicznej

Staze naukowe

10. 2005 — 01. 2006. Wydziat Chemii Uniwersytetu w Ljubljanie, Stowenia, wyjazd

finansowany przez program Central European Exchange Programme for
University Studies (CEEPUS).
Zadania: badanie wlasciwosci sorpcyjnych sorbentow statych

stosowanych w analizach vVOC metodg TD-GC-MS.
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03. 2006 — 06. 2006. Wydzial Chemii Uniwersytetu w Porto, Portugalia, wyjazd

finansowany przez program Unii Europejskiej w zakresie edukacji i
szkolen Socrates/Erasmus
Zadania: oznaczanie rakotwoérczych LZO w dymie papierosowym

metodg TD-GC-MS.

Wyniki uzyskane z moich doswiadczen wykonanych podczas obu poprzednich stazy
(Stowenia, Portugalia) uzyte byly zaré6wno do pracy magisterskiej, jak i publikacji naukowe;:
Buszewski, B., Ligor, T., Filipiak, W., Vasconcelos, M. T., Pompe, M., & Veber, M. (2007).
Study of sorptive properties of trap systems for selective enrichment of volatile organic
compounds from tobacco smoke samples. Toxicological & Environmental Chemistry, 90(1),

51-64. Doi: 10.1080/02772240701384418.

01-12. 03. 2020. Institut flir Atemgasanalytik, Leopold Franzens Universitit

Innsbruck, Austria, wyjazd finansowany przez Narodowg Agencje

Wymiany Akademickiej (NAWA).

Zadania: przeszkolenie badaczy z LFU zakresie eksperymentow in vitro
z hodowlami bakterii (analiza lotnych metabolitoéw) oraz pobierania i
analizy probek oddechu pacjentow z VAP w ramach wspoOtpracy w

kierowanym przeze mnie grancie NCN (konkurs SONATA-13).

Efektem niniejszego stazu (Innsbruck 2020) byto skonsolidowanie wspotpracy w ramach
koordynowanego przeze mnie projektu NCN (nr.: 2017/26/D/NZ6/00136) 1 zestawienie
wynikéw do napisania wspolnie z parterami austriackimi manuskryptu bedacego czescig cyklu
habilitacyjnego, tj.: Filipiak W, Wenzel M. Ager C, Mayhew C, Bogiel T, Wlodarski R, Nagl
M, Molecular analysis of metabolites synthesized by Candida albicans and Staphylococcus
aureus in in vitro cultures and bronchoalveolar lavage specimens reflecting single or duo-

factor pneumonia, Biomolecules 2024, 14(7), 788; d0i:10.3390/biom 14070788

25.01. — 08.02. 2025. Institut fiir Atemgasanalytik, Leopold Franzens Universitt

Innsbruck, Austria, wyjazd finansowany przez program Inicjatywa

Doskonalosci — Uczelnia Badawcza (IDUB).

Zadania: przeszkolenie badaczy z LFU w zakresie nowoczesnych technik

mikroekstrakcyjnych (TFME) do badan metabolomicznych (ex vivo),
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planowanie nowych kierunkow badan i wspotpracy naukowych z nowymi

partnerami do kolejnych wnioskow grantowych.

17.02. — 02.03. 2025. Wydziat Chemii, Middle East Technical University, Ankara
Turcja, wyjazd finansowany przez program Inicjatywa Doskonatosci —
Uczelnia Badawcza (IDUB).
Zadania: charakterystyka nowatorskich wiokien SPME z pokryciem HLB
w Teflonie — optymalizacja 1 walidacja urzadzen oraz jego zastosowanie

w eksperymentach in vitro z liniami komoérek nowotworowych.

Niniejszy staz (Ankara 2025) byl czescig realizacji bilateralnego projektu NCBiR z tureckim
TUBITAK (nr. POLTUR4/MicrolVIVE/5/2021), a jego efektem byla praca bedaca czgsécia
cyklu habilitacyjnego, tj.:

Filipiak W, Cakmake¢1 M, Sevgen S, Szeliska P, Jaroch K, Kara A, Kahremanoglu K, Bojko B,
Boyaci E; Assessment of thermal and solvent stable SPME fibers for volatilome investigation
through in vitro experiments with cancer cell lines, Analytica Chimica Acta 1378 (2025)
344708, doi: 10.1016/j.aca.2025.344708

5.2. Projekty naukowe — jako wnioskodawca i kierownik

* NCN SONATA-13 —nr 2017/26/D/NZ6/00136 — (2018-2022) — Analiza oddechu jako
nowatorska metoda diagnozowania respiratorowego zapalenia ptuc i monitorowania

spersonalizowanej terapii

Bylem pomystodawcg, aplikantem 1 koordynatorem catego projektu. Projekt zostat wykonany
i rozliczony pozytywnie, uzyskujac uznanie recenzentow wyrazone m.in. wystawionymi przez
nich wysokimi punktacjami w koncowej ocenie merytorycznej (14/15 i 12/15). Projekt ten
definiuje znaczng cz¢$¢ niniejszego cyklu habilitacyjnego okreslajac cele badawcze,
planowanie doswiadczen, uzyta metodologi¢ oraz dostarczajac Srodkow finansowych na
realizacje¢ badan (zakup aparatury TD-GC-MS 1 innych $rodkow trwatych oraz zuzywalnych
niezbednych do realizacji wszystkich eksperymentéw). Efekty grantu to migdzy innymi 6
sposrod 9 publikacji stanowigcych cykl habilitacyjny: [A-3], [A-4], [A-6], [A-7], [A-8], [A-9]
oraz publikacje spoza cyklu: [B-2], [B-3], [B-5], ale przede wszystkim to zdobyta wiedza i
umiejetnosci  planowania, zarzadzania 1 koordynowania  wielozespotowymi 1

interdyscyplinarnymi badaniami o szerokim zakresie.
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* Inkubator Innowacyjnosci UMK 4.0 realizowanego w ramach programu MNiSW — nr
MNISW/2020/331/DIR — (2021-2023) — Zminiaturyzowane i zautomatyzowane
urzadzenie do pobierania probek wydychanego powietrza o potencjalnym znaczeniu w

diagnostyce medycznej

Projekt ten bazowal na wczesniejszych doswiadczeniach z mojej pracy w Innsbrucku (Austria)
1 zostal przeprowadzony w $cistej wspotpracy z niemieckg firma PAS Technology Deutschland,
w ramach ktorej powstalo prototypowe przeno$ne urzadzenie do zautomatyzowanego
pobierania oddechu. Urzadzenie rozszerzato znane mozliwosci kontroli kapnografem o
dodatkowe funkcje, takie jak redukcja sorpcji wody przez podgrzewanie podczas ekstrakcji w
czasie rzeczywistym dwoch rurek sorpcyjnych, regulowanie zadanej predkosci przeptywu gazu
czy objetosci zaadsorbowanej probki oddechu, po osiagnieciu ktorej zastepuje automatyczne

zakonczenie samplingu.

« Osterreichische Krebshilfe Tirol — projekt nr 14018 — (2014-2015) — “Volatile
Biomarkers of Lung Tumors — A Clinical Study”

Projekt ten, sfinansowany przez Austriackie Stowarzyszenie Przeciwdzialania Nowotworom,
umozliwil zakonczenie etapu badan nad biomarkerami nowotworu pluc, rozpoczetymi kilka lat
wczesniej podczas 6-go Programu Ramowego Unii Europejskieg BAMOD, a jednocze$nie

dostosowanie infrastruktury analitycznej do uzytku w kolejnych badaniach klinicznych.

5.3. Projekty naukowe — jako wykonawca

*  NCBiR - POLTUR4/MicrolVIVE/5/2021 — (2021-2024) — “Innovation in translational
research: biocompatible microprobe devices for in vitro and in vivo cancer study”.

Kierownik projektu: Prof. dr hab. Barbara Bojko.

Projekt realizowany we wspotpracy z Middle East Technical University (METU, Ankara,
Turcja), majacy na celu opracowanie nowoczesnych technik mikroekstrakcyjnych,
uniwersalnych dla analiz LC/GC-MS. W ramach realizacji tego projektu opiekowalem sie
studentami programu Erasmus Panem Enes Cetin oraz Panig Kiibra Kahremanoglu, ktorzy byli
studentami w o$rodku partnera zagranicznego (METU, Ankara, Turcja). Podczas ich pobytu w

naszej jednostce naukowej uczytem ich podstaw pracy z chromatografiag gazowa sprzezong ze
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spektrometrig mas oraz optymalizowaniem protokotow dla technik ekstrakcyjnych, zwtaszcza
SPME. W ramach tego samego projektu obylem staz w osrodku partnera w Ankarze, gdzie
przeprowadzilem pelng optymalizacje oraz walidacj¢ protokotu analitycznego SPME. Techniki
te zostaty z powodzeniem zastosowane w eksperymentach in vitro skupionych na oznaczaniu
lotnych metabolitow komorek nowotworowych. W wyniku realizacji tego projektu powstaty
dwie publikacje naukowe z moim wspotautorstwem [A-5], [B-1], a jedna z nich wlaczona jest

w niniejszy cykl habilitacyjny [A-5].

*  NCN - HARMONIA — nr 2015/18/M/ST4/00059 — (2016-2020) — “Nowe rozwigzania
analityczne w onkologii: od badan podstawowych do szybkiej diagnostyki
srodoperacyjnej”. Kierownik projektu: Prof. Dr hab. Barbara Bojko.

Projekt miat na celu opracowanie platformy analitycznej do niskoinwazyjnych badan in situ w
zakresie oznaczania metabolitow tkanki nowotworu mézgu, glejakow 1 oponiakow, na potrzeby
badan podstawowych oraz neurochirurgii onkologicznej. Oryginalnos$¢ projektu polegata na
wprowadzeniu witokien SPME bezposrednio do guza moézgu zaré6wno in vivo (podczas
operacji), jak i ex vivo (do tkanki chirurgicznie wycigtej). Moja funkcja byta pomoc w analizach

metabolomu.

* ONCOTYROL Center for Personalized Cancer Medicine GmbH (Oncotyrol Phase I,
Area 1: Biomarker and Drug Target Identification, projekt nr 2.1.1. — (2012-2015) —
“Volatile compound signatures for lung cancer”. Kierownik projektu: Prof. Dr hab.

Anton Amann.

Projekt ten nacelowany byl na identyfikacj¢ biomarkeréw oraz celi terapeutycznych w terapii
przeciwnowotworowej raka ptuc, co stanowito kontynuacj¢ badan rozpoczgtych podczas
programu ramowego BAMOD. W tym projekcie bylem odpowiedzialny za pobieranie tkanek
pluc (nowotworowych oraz zdrowych) wycietych chirurgicznie podczas lobektomii,
profilowanie ich lotnych metabolitow (sampling LZO 1 ich analiza GC-MS) oraz poréwnanie
uzyskanych wynikow do analiz oddechow pacjentow (chorych na raka ptuc oraz zdrowych).
Osiagniete rezultaty wykorzystalem do napisania publikacji naukowej wchodzacej w sktad
niniejszego cyklu habilitacyjnego [A-1]. Projekt ten sfinansowal rowniez modyfikacje
metodologii pobierania probek oddechu wykorzystanej w moich kolejnych badaniach

skupionych na zrdéznicowaniu pacjentdw z zaostrzeniem od regularnego stanu POChP, co
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stanowito przedmiot kolejnej publikacji w cyklu habilitacyjnym, mianowicie [A-2]. W trakcie
realizacji tego projektu powstata rowniez kolejna praca z moim wspotautorstwem: zestawienie
wolatilomu ludzkiego w réznych probkach biologicznych [B-9], ktora wywarta znamienny

wpltyw na miedzynarodowe srodowisko naukowe osiggajac ponad 800 cytowan.

* FFG & ROCHE — nr 822696 — (2009-2012) — "Atemgasanalyse zur Detektion einer
Ventilator-assoziierten Pneumoniae". Kierownik projektu: Prof. Dr hab. Anton Amann.

Projekt ten skupiony byt na scharakteryzowaniu bakteryjnych lotnych zwigzkéw organicznych
1 zawieral zarowno rozw6j metodologii analitycznej, podstawowe eksperymenty in vitro, jak i
badania kliniczne. Podczas realizacji tego projektu pelitem aktywng rol¢ w strategicznym
planowaniu badan, projektowaniu urzadzen do ekstrakcji probek oraz opracowaniu
eksperymentow 1 ich przeprowadzaniu. Optymalizacj¢ techniki do ekstrakcyjnego zatezania
LZO z ludzkiego oddechu, wykorzystujaca mikroekstrakcje w iglach (NTME, Needle Trap
Microextraction) opublikowalem jako prace [C-4] 1 uzylem jako bazy do dalszej optymalizacji
samplingu w badaniach zaprezentowanych w niniejszej habilitacji [A-2]. Dalsze badania z
hodowlami bakterii, opublikowane jako [C-1] 1 [C-3] oraz pilotazowymi badaniami
klinicznymi [B-4] uksztaltowaly moje zainteresowania naukowe, ktére realizowatem przez

kolejne lata, m.in. poprzez pozyskanie wilasnego grantu NCN w roku 2018 (omowione

powyzej).

« FFG (Osterreichische Forschungsforderungsgesellschaft mbH) — nr 818803 — (2008-
2012) — "OEPK: Ortung eingeschlossener Personen nach Katastrophen". Kierownik
projektu: Prof. Dr hab. Anton Amann.

* VII Program Ramowy Unii Europejskiej — nr 217967 (2008-2012) — "SGL for USaR:
Second Generation Locator for Urban Search and Rescue Operations”. Kierownik

projektu: Prof .Milt Statheropoulos.

Oba projekty nakierowane byly na bardzo zblizone cele badawcze, tj. opracowanie technologii
czujnikoéw do ratowania ofiar uwiezionych w zawalonych budynkach. Moim zadaniem byto
scharakteryzowanie ludzkich sygnatur chemicznych, ktére moglyby by¢ wykrywane i
identyfikowane przez zintegrowany system czujnikdw. W tym celu uzywatem PTR-MS (Proton
Transfer Reaction - Mass Spectrometry) umozliwiajacego analizg jakosciows i iloSciowg — w

czasie rzeczywistym — LZO emitowanych przez ciatlo ludzkie. Projekt ten rozszerzat zebrane
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dotychczas doswiadczenie o profilowanie dynamicznych zmian emisji LZO pod wpltywem

wysitku fizycznego, co przedyskutowano w pracy naukowej [C-7].

* VI Program Ramowy Unii Europejskiej — nr LSHC-CT-2005-019031 (2006-2009) —
"BAMOD: Breath-gas analysis for molecular-oriented detection of minimal diseases”.

Kierownik projektu: Prof. Dr hab. Anton Amann.

Byt to pierwszy projekt, w ktorym uczestniczylem, rozpoczynajacy mdj 11-letni okres pracy
naukowej w Austrii. Do moich licznych obowigzkéw nalezalo zoptymalizowanie warunkow
analitycznych, w tym okre$lenia wzorow fragmentacji zjonizowanych analitéw, dla analiz on-
line oraz off-line z uzyciem spektrometrii mas (opublikowane jako [C-11]), planowanie i
przeprowadzanie eksperymentow in vitro z liniami komoérek nowotworowych z identyfikacja
metabolitow i ich analizg ilosciowa za pomocg GC-MS (opublikowane jako [C-6], [C-8], [C-
13], [C-14]), okreslenie analitow egzogennych w oddechu 0séb zdrowych (opublikowane jako
[C-2] na podstawie do$wiadczenia zebranego w [C-16]), konczac na analizie oddechu w

badaniach klinicznych z pacjentami z nowotworem ptuc ([C-9], [C-10], [C-15]).

6. Informacja o osiagnieciach dydaktycznych, organizacyjnych, popularyzujacych
nauke lub sztuke

6.1. Prowadzenie zaje¢¢ dydaktycznych

W ramach pracy naukowo-dydaktycznej od 2017 roku prowadzilem ¢wiczenia, seminaria oraz
wyktady, bylem zaangazowany w tworzenie sylabuséw, tworzenie prezentacji oraz
przygotowywanie ¢wiczen praktycznych dla nastepujacych przedmiotow 1 kierunkdw:

a) Farmakologia i Farmakodynamika I na kierunku Farmacja

b) Farmakologia i Farmakodynamika II na kierunku Farmacja

c) Biotechnologia Farmaceutyczna na kierunku Farmacja

d) Farmakologia z Toksykologig na kierunku Kosmetologia

e) Pharmacology with Pharmacodynamics I w ramach programu Erasmus

Moja praca dydaktyczna w ostatnim 5-leciu utrzymywala si¢ na stalym, wysoko ocenianym

poziomie (wg Uniwersyteckiego Systemu Obstugi Studiow):
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Rok llosé Srednia ocena z
akademicki | ankiet | ankiet studenckich

342 4.71

2021/22
2022/23 214 4.81

2023/24 614 4.73
2024/25 136 4.87

6.2. Opieka na stazystami

Kiibra Kahremanoglu oraz Enes Cetin — studenci wizytujgcy w ramach wspotpracy w projekcie

bilateralnym POLTUR4/MicrolVIVE/5/2021

6.3. Opiekun naukowy i promotor prac magisterskich

2019 — Magdalena Winiarek (nr albumu: 277209), Karolina Zuchowska (nr albumu: 277216),
Monika Puszko (nr albumu: 277184)

2020 — Marta Marszalek (nr albumu: 283637)

2021 — Alicja Tracewska (nr albumu: 289870), Rafal Juszczyk (nr albumu: 282222)

2022 — Dawid Daszkiewicz (nr albumu: 294245), Wojciech Bobrowski (nr albumu: 282215)
2025 — Weronika Poznanska (nr albumu: 310591)

6.4. Opiekun naukowy i wspélpromotor prac magisterskich studentow

zagranicznych

2024/2025 — Eva Polutnik (nr albumu: 31180105 — Faculty of Pharmacy, University of
Ljubljana, Slovenia). Tytul pracy magisterskiej: “Application of gas chromatography-mass
spectrometry for the analysis of exhaled breath from mechanically ventilated patients

hospitalised at the Intensive Care Unit”

6.5. Promotor pomocniczy prac doktorskich

2026 — Karolina Zuchowska — nr albumu 503216 — Wydzial Farmaceutyczny Collegium
Medicum w Bydgoszczy, Uniwersytetu Mikolaja Kopernika w Toruniu.

Pani Karolina Zuchowska najpierw byla moja magistrantka (nr albumu: 277216), a
jednoczesnie stypendystka koordynowanego przeze mnie projektu NCN (Sonata-13). Wyniki
jej pracy magisterskiej, zatytulowanej ,,Opracowanie metody oznaczania stopnia wigzania

wybranych antybiotykow w materiale biologicznym” zostatly opublikowane w czasopismie
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naukowym Molecules (IF=4.6, MNiSW=140) jako [B-3], co $wiadczy o bardzo wysokiej
jakosci jej pracy laboratoryjnej, a jednoczesnie wpisuje si¢ idealnie w kierunek rozwoju technik
mikroekstrakcyjnych stosowanych a terapii spersonalizowanej. Nasza wspoOtpraca naukowa jest
nadal kontynuowana, gdyz po zakonczeniu studiéw magisterskich Pani Karolina Zuchowska w
dniu 01.10.2010. pomyS$lnie przeszta rekrutacj¢ do Szkoly Doktorskiej na Wydziale
Farmaceutycznym CM UMK, a ja petni¢ rol¢ jej promotora pomocniczego. Pod moim
nadzorem, Pani Karolina Zuchowska realizuje Projekt Doktorski pt.: ,,Metabolomiczna ocena
fenotypu mikroorganizmow chorobotwérczych o potencialnym znaczeniu dla bezinwazyjnej
metody diagnostyki zapalenia pluc”, bedacy kontynuacjg badan rozpoczgtych przeze mnie w
roku 2018. Starajac si¢ odpowiednio ukierunkowaé rozw6j naukowy p. Karoliny Zuchowskiej,
w celu realizacji jej doktoratu powstaty nasze kolejne wspdlne prace w wysoko punktowanych
czasopismach naukowych, ktérych jestem autorem korespondencyjnym, m.in. wyczerpujaca
praca przegladowa na temat lotnych metabolitéw bakteryjnych w Journal of Pharmaceutical
Analysis (IF=8.9, MNiSW=140 jako [B-5]) czy doktadny protokét analityczny dla
mikroekstrakcji cienkowarstwowej z probek biologicznych w Green Analytical Chemistry
(IF=6.2 praca [B-2]). Dodatkowo, szkolgc Panig Karoling Zuchowska jako mtodg kadre
naukowg naszego Uniwersytetu, staram si¢ przekazywac jej nie tylko jak najwigcej wiedzy
naukowej, doswiadczenia laboratoryjnego, lecz rowniez uczy¢ ja umiejetnosci planowania i
projektowania samodzielnych badan naukowych, czego zwienczeniem bylo uzyskanie przez p.
Karoling Zuchowska w roku 2022 projektu NCN z konkursu Preludium 21, zatytutowanego:
LZastosowanie nowoczesnych technik mikroekstrakcyjnych (NTME, TFME) w profilowaniu
metabolomu drobnoustrojow chorobotworczych” (nr projektu: 2022/45/N/ST4/01948).

7. Oprocz kwestii wymienionych w pkt. 1-6, wnioskodawca moze podac inne

informacje, wazne z jego punktu widzenia, dotyczace jego kariery zawodowe;j.

e (Od01.10. 2024r. jestem cztonkiem Senatu UMK oraz Rady Collegium Medicum

e Od 2020r. jestem cztonkiem Uniwersyteckiego Centrum Doskonalosci ,,W Kierunku
Medycyny Spersonalizowanej” w grupie badawczej: Interdisciplinary Innovation in
Personalized Medicine Team (IPM Team).

Z-’;j} sl 75/(/2’!

(podpis wnioskodawcy)
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