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Techniki ,omiczne’ rozwinety sie na szersza skale inspirowane badaniami nad genomem cztowieka.
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Naturalnym uzupetnieniem badan nad sekwencjonowaniem GENOMU byto podjecie
prac nad identyfikacjg biatek.

Genom (nazwa z potaczenia stow gen i chromosom) - kompletna informacja
genetyczna zywego organizmu lub wirusa. W przypadku organizmow eukariotycznych termin ten
odnosi sie zwykle do materiatu genetycznego zawartego w podstawowym, pojedynczym
(haploidalnym) zespole chromosomoéw. W przypadku organizmow prokariotycznych odnosi sie on do
zawartego w nich pojedynczego chromosomu, a w przypadku wirusow — do ich czgsteczki materiatu
genetycznego.

Genom cztowieka — sktada sie z 22 diploidalnych autosomoéw, 2 allosoméw oraz MtDNA. Chromosomalny genom
zawarty jest w jgdrze w 23 parach chromosomow. Catkowita ilos¢ informacji genetycznej zawartej w genomie
cztowieka jest mniejsza niz 800 MB. Autosomy oznaczane sg kolejnymi numerami od 1 do 22. Allosomy to X i Y.
Do 2018 roku odkryto 43 162 ludzkie geny w DNA jgdrowym


https://pl.wikipedia.org/wiki/Bajt
https://pl.wikipedia.org/wiki/Chromosom_X
https://pl.wikipedia.org/wiki/Chromosom_Y
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Kariotyp — kompletny
zestaw chromosomow komorki

somatycznej organizmu. Kariotyp jest cecha
charakterystyczng dla osobnikéw tego samego
gatunku, tej samej pfci oraz dotknietych tymi
samymi aberracjami chromosomowymi (albo
catkowicie zdrowymi). W kariotypie wyrdznia
sie autosomy (chromosomy nierdznigce sie u

osobnikow rdznych pici) oraz chromosomy
ptci (allosomy). Prawidtowy kariotyp cztowieka
ztozony jest z 22 par autosomow oraz 1 pary

chromosomow ptci, ktére oznaczane sg symbolami
XiV.

Graficzna reprezentacja normalnego ludzkiego kariotypu.

Byta to rédwniez konsekwencja stwierdzenia, ze informacja zwarta w materiale genetycznym jest niewystarczajgca do

identyfikacji zjawisk zachodzgcych w komorce.



Byta to rowniez konsekwencja stwierdzenia, ze informacja zwarta w_materiale
genetycznym jest niewystarczajgca do identyfikacji zjawisk zachodzacych w komorce.

Dziedzina identyfikacji biatek zyskata nazwe PROTEOMIKI.

PROTEOM to komponent biatkowy kodowany przez GENOM.

Metabolom - zestaw wszystkich metabolitdw obecnych w organizmie, tkance, komorce lub
przedziale komoérkowym (np. pochodne aminokwasow, lipidow, weglowodandéw, nukleotyddw,
drobnoczasteczkowych hormondw takich jak np. tyroksyna, testosteron, estradiol itp.). Badaniem
metabolomu Zzajmuje sie dziedzina nauki ZWana METABOLOMIKA, ktora
obok genomiki, transkryptomiki i proteomiki znajduje zastosowanie np. w biologii
systemowej bedgcej miedzy innymi dziatem biologii medyczne;j.

W 2007 r. po raz pierwszy przedstawiono zarys ludzkiego metabolomu i przez analogie do projektu
poznania ludzkiego genomu nazwano Projektem Ludzkiego Metabolomu, gdzie skatalogowano
i scharakteryzowano 6500 metabolitow, ktore znaleziono w ludzkim ciele.



 |dentyfikacja nowych szlakéw
metabolicznych zaangazowanych w
procesy chorobotwodrcze
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W odrdznieniu od GENOMU
sktad biatkowy komorki nie jest
staty.

Tissue/Cell Lines

* Analiza proteomu i metabolomu

. y J’ Genomics - * DNA sequencing
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BIOLOGIA SYSTEMOW korzysta w jednakowym stopniu z informacji genetycznej,
proteomiki, metabolomiki i analiz funkcjonalnych (koncentrujgcych sie na ustalaniu funkgji
czasteczek).

BIOLOGIA SYSTEMOW

dziedzina nauki zajmujgca sie systemami
biologicznymi

Jednym z podstawowych rodzajow sieci s3 Sieci metaboliczne sktadaja sie
sieci przedstawiajace interakcje miedzy ze szlakéw metabolicznych; ilustruja
biatkami, ktoére zachodza w organizmie. kolejne reakcje, ktérym poddawane sa

metabolity i podajgq katalizujace je
enzymy. Popularng bazg danych
zawierajaca m.in. sieci metaboliczne
jest KEGG
KEGG PATHWAY Database (genome.jp)



https://www.genome.jp/kegg/pathway.html
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https://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?map00061
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2D-PAGE 2D LC-MS/MS MALDI-TOF nanoESI

NARZEDZIA ANALITYCZNE PROTEOMIKI



PROTEOMIKA
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2D-PAGE 2D LC-MS/MS MALDI-TOF  nanoESI

MALDI-TOF MS

¢ MALDI (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization) - Desorpcja/Jonizacja laserem wspomagana matryca
¢ TOF (Time of Flight) - Pomiar czasu przelotu jonéw
& MS (Mass Spectrometry) - Spektrometria masowa

Reductiol

Oxidation
[+] czastka matrycy o
! wzbudzona czastka matrycy e % :_;_;}: )
( ) czastkabadana & SOt e ¢

Electrons

C':'> Electrons

High voltage
power supply

Probka z matryca Wzbudzanie laserem Desorpcja/Jonizacja

NARZEDZIA ANALITYCZNE PROTEOMIKI



Idea dziatania spektrometru mas

l- r"ll_l ."j L __., _F_J _I - -- '.._:' t/' .i__ .__ ) - -f_r.l[_[ ( P_’h (j _r )

ion source mass analyzer

JOJI9)9P

* 7rédto jondw — urzadzenie, w ktérym nastepuje jonizacja czasteczek przy uzyciu
réznorodnych technik, z ktorych czes¢ prowadzi do pekania wigzan chemicznych na
skutek czego dochodzi do ich podziatu na mniejsze fragmenty. Inne techniki powodujg
tylko natadowanie czgsteczek bez ich fragmentacji,

* analizator —w ktorym wczesniej powstate jony ulegajg rozdziatowi na podstawie
stosunku ich masy do fadunku.

* detektor — urzadzenie "zliczajgce" jony naptywajace z analizatora.



Jonizacja probki

Electron Impact ionisation
Jonizacja wigzka elektronéw
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Bogate widmo fragmentacyjne
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Chemical lonisation
Jonizacja chemiczna
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[CH4™ + CHs — [CHs]" + CH5 *
[CHs]" + M — [M+H]" + CH,4
[CHs]" + M — [M=H] + CH, + H,

tagodna technika jonizacji
Pozorny jon molekularny [M+H]* lub [M-H]
Brak fragmentacji



Jonizacja probki - lasery uzywane w technice MALDI

Nitrogen laser:
pro: well structured energy profile
contra: slow (maximum 50Hz)

Nd:YAG laser:
pro: fast (up to 1000Hz)
contra: Gaussian energy profile (non-structured)

. Smartbeam/Smartbeam I
(modified Nd:YAG laser):

pro: fast (up to 1000Hz)

pro: well structured energy profile

A. Holle, A. Haase, M. Kayser, J. Hohndorf, Journal of Mass Spectrometry, 41, 705-716 (2006)



Matryce

@ Sample molecule
O Matrix molecule

Procesy zachodzace pod wptywem impulsu
laserowego

Absorpcja promieniowania gtdwnie przez materiat
matrycy.

Odparowanie prébki na gtebokos¢ 2-3 A i wyrzucenie
strumienia gazoéw prostopadle do jej powierzchni.
Dysocjacja termiczna matrycy.

Tworzenie jondw (gtdwnie H*, Na*, K*).

Reakcje jondw z badang substancjg i matrycg. Mozliwe
drogi:

- dysocjacja termiczna z utworzeniem pary kation-anion
- oderwanie elektronu

- oderwanie badz przytgczenie protonu
- przytgczenie kationu badz anionu



Matryce

O
s (@) O~_OH OH
. X~""0oH HO
OH N N
HO
OH
OCH3;
Sinapic acid Gentisic acid 2-(4-Hydroxyphenylazo)benzoic acid
Kwas 3-5-dimetoksy-4-hydroksy cynamonowy Kwas 2-5-dihroksy benzoesowy Kwas 2-(4-hydroksyfenylazo)- benzoesowy
SINA DHB HABA
proteiny peptydy Peptydy, polimery
0 OH O
OH O OH OH OH OH
‘ ‘ ‘ Xy~ OH CHa
— - . H O
O‘O ' OOO HO CN HO OH "2
Dithranol a-Cyano-4-hydroxycinnamic acid 2,4,6-Trihydroxyacetophenone
1,8-Dihydroksyantracen-9(10H)-on Kwas a-Cyano-4-hroksy cynamonowy 2,4,6-trihroksy acetofenon
DIT CHCA, a-CHCA THAP

polimery Peptydy, lipidy oligonukleotydy



Matryce

Pozgdanymi cechami matrycy MALDI s3:

*dos¢ niska masa czgsteczkowa, co sprzyja tatwemu odparowaniu, ale wystarczajgco
duza, by odparowanie nie nastgpito przed pomiarem, np. w czasie przygotowywania
probki;

*rozpuszczalnos$¢ w rozpuszczalniku kompatybilnym z analitem;
*kwasowos¢, by utatwic¢ protonowanie czgsteczek analitu;

*obecnosc¢ grup polarnych (hydrofilowych) w czgsteczce, co umozliwia rozpuszczanie
matrycy w roztworach wodnych;

stabilnos¢ w warunkach wysokiej préozni;

*wspomaganie jonizacji analitu;

*zdolnos¢ intensywnej absorpcji promieniowania UV lasera; zwykle wymaog ten
spetnia zwigzek, posiadajacy uktad sprzezonych wigzan podwadjnych C=C (dlatego

czesto matrycami sg pochodne aromatycznych kwaséw karboksylowych, czesto
nienasyconych, np. kwasu cynamonowego).



METABOLOMIKA
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LC-MS/MS  GC-MS FT ICR MS/MS
GC-MS/MS
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NARZEDZIA ANALITYCZNE METABOLOMIKI




METABOLOMIKA

Obejmuje rozwoj metod obliczeniowych stuzgcych do badania
i symulacji struktury, funkcji i ewolucji genéw, genomow i biatek. Tworzy
B I O I N FO R MATY KA metody wykorzystywane do analizy i zarzgdzania informacji biologicznej
gromadzonej w toku badan genomicznych oraz badan prowadzonych z
zastosowaniem wysokoprzepustowych technik eksperymentalnych. Z
bioinformatykag powigzane
sg: genomika, proteomika, lipidomika, metabolomika, transkryptomika.
W szerszym znaczeniu obejmuje
takze biokomputery i neuroinformatyke.

NARZEDZIA ANALITYCZNE METABOLOMIKI



STRATEGIA IDENTYFIKACIJI BIALEK

uzyskanie probki

przygotowanie probki

WALIDACIA
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separacja poszczegolnych
sktadnikéow identyfikacja biatek



ZALEZNOSC MIEDZY PARAMETRAMI METODY SEPARACII

SPECYFICZNO§C

/

czAS ROZDzIALU RS Y | 1CZBA SKEADNIKOW

Specyficznosé (specifity) testu to liczba prawdziwie negatywnych klasyfikacji wzgledem wszystkich
(prawdziwie) negatywnych przypadkéw. Specyficzno$¢ informuje, jakg czes¢ wynikéw negatywnych
wykrywa test albo jakie jest prawdopodobienstwo, ze dla osoby zdrowej test wykaze, ze osoba jest
zdrowa.



IDENTYFIKACJA BIALEK; MOZLIWE SCHEMATY POSTEPOWANIA

‘ Przygotowanie probki

U v U Redukcja, alkilacja,
Rozdziat -~ trawienie

§====] . Izolacja s“kIadnlkp)N Analiza
| Jpp—— identyfikacja - i' obrazu w
pojedynczych v ! poszuklwanlu Rozdziat
biatek *'{ mar eréow

sktadnikow

Redukcja, - /
alkilacja,
trawienie —\ Poszukiwanie potencjalnych markerow

WALIDACIA wﬁkaqa biatek
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WYBOR MATERIAtU BIOLOGICZNEGO

PLYN USTROJOWY CHARAKTERYSTYKA

SUROWICA/PLAZMA KRWI 12 biatek, w tym albumina i immunoglobuliny, stanowia

ponad 96% wszystkich biatek surowicy. Koniecznos¢
usuniecia biatek za pomocg chromatografii
powinowactwa, co jest bardzo kosztowne i powoduje
rownoczesne usuniecie innych sktadnikow

MOCZ tatwo dostepny, koniecznos¢ zageszczania i normalizacji
stezenia oznaczonych biomarkerow, np. stezenia kreatyny,
badz innych obecnych w moczu, ale nie reasorbolwanych
markerdow. Obecnos¢ niektorych biatek np. uromoduliny
w wysokim stezeniu moze utrudnia¢ oznaczanie innych
biatek wystepujgcych w niskim stezeniu

S'LINA Duza zawartos¢ oligosacharydéw, materiat tatwo
dostepny
PLYN MéZGOWO-RDZENlOWY Odzwierciedla zmiany w  osrodkowym  uktadzie

nerwowym, mate stezenia sktadnikdw biatkowych i
peptydowych, problemy techniczne i etyczne zwigzane z
pobieraniem materiatu szczegdlnie od oséb zdrowych



STRATEGIE PROTEOMICZNE
&
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Uzyskanie probki

/N

Rozdziat sktadnikow SHOTGUN

\/

Przygotowanie probki

1

Analiza probki

1

Bioinformatyczna analiza wynikow

l

IDENTYFIKACJA BIALKA




PROTEOMIKA
KLINICZNA

PROTEOMIKA
FUNKCJONALNA

PROTEOMIKA PROTEOMIKA
STRUKTURALNA

PROTEOMIKA
JAKOSCIOWA



ANALIZA METABOLOMU — ZROZNICOWANEJ CHEMICZNIE MATRYCY

METABOLOMIKA - jest nauka obejmujgcg wszechstronng, catosciowg analize jakosciowq i iloSciowa
oraz identyfikacje endogennych, drobnoczgsteczkowych zwigzkow — metabolitow.

METABOLOM - zbidr substancji drobnoczasteczkowych o roznych witasciwosciach fizyko-
chemicznych, bedacych elementami szlakdbw metabolicznych w badanym systemie: organizmie,
tkankach, komorkach.

W HMDB zidentyfikowano ponad 6500 metabolitow
Liczba metabolitow roslinnych wynosi okoto 200 000.

Czynniki Metabolity

transkrypcyjne




STRATEGIE STOSOWANE W ANALIZIE METABOLOMU (wg. Fiena, 2001)

Analiza okreslonego metabolitu lub grupy metabolitéw (ang. targetted analysis).

Analiza ilosciowa grupy metabolitéow np. wyselekcjonowanego szlaku metabolitow
(ang. metabolite profiling).

Metabolomika: catosciowa analiza ilosciowa badanego organizmu, komorki.

Analiza ,,odcisku palca” metabolitu (ang. Metabolite fingerprinting).



PODSTAWOWE ZRODtA PROBEK BIOLOGICZNYCH

TKANKI ZWIERZECE
TKANKI ROSLINNE
HODOWLE KOMORKOWE
PLYNY USTROJOWE
BAKTERIE

WIRUSY

Bone tissue
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KTORE SKtADNIKI BADANEJ PROBKI SA WAZNE?

W surowicy krwi znajduje sie 12 rodzajow biatek
organizmu stanowigcych 96% wszystkich rodzajow
biatek, a rdéznica stezen miedzy nimi moze wynosic
| nawet 1076. pozostate 4% to sktadniki najistotniejsze
% | dladiagnostyki.

¥
LA

ooooo

Usuwanie biatek maskujacych:
-chromatografia powinowactwa
-frakcjonowanie

-zbogacanie zwigzkow o matym stezeniu

Wszystkie biatka sg wazne dla diagnostyki,
ale nie wszystkie mozemy przeanalizowac
W mieszaninie.



ZANIECZYSZCZENIA — PODSTAWOWY PROBLEM ANALITYKA

- zanieczyszczenia elementami krwi - hemoglobina

COOH COOH

g)’
3
g
0
9
FN

zanieczyszczenia kreatynami (stosowanie komaor laminarnych)

- rodzaj probowek




ZANIECZYSZCZENIA BIALEK

RODZAJ ZANIECZYSZCZENIA WYWOLYWANE EFEKTY

SOLE Uniemozliwiajg analize lub znacznie pogarszaja
warunki chromatograficzne, elektroforetyczne
KWASY NUKLEINOWE Tworzg kompleksy z biatkami, ostabiajg

ogniskowanie izoelektryczne, daja silne tto podczas
wybarwiania srebrem

POLISACHARYDY Pogorszenie rozdziatu elektroforetycznego,
,smuzenie biatek”, zatyka pory zelu

LIPIDY Zmniejszajg rozpuszczanie biatek

PROTEINAZY Degradujg biatka

DETERGENTY Tworzg ujemnie natadowane kompleksy,
uniemozliwiajg 2-DE

ENDOGENNE, MALE JONY, NUKLEOTYDY, Zaktdcajg ogniskowanie izoelektryczne

FOSFOLIPIDY



SEPARACIJA | IZOLACJA BIALEK

 LIZA KOMOREK
« TECHNIKI SEPARACII

* PROCES ROZPUSZCZANIA
BIALEK

* OCZYSZCZANIE BIALEK

 ZAGESZCZANIE




SEPARACIJA | IZOLACJA BIALEK

Dezintegracja tkanek:

* Homogenizacja

* Mineralizacja (tylko w potaczeniu z
analizg specjacyjng np.
pierwiastkow — metoda

nieprzydatna w analizie
proteomicznej)

e Wirowanie
e Sonifikacja
e Rozcieranie




SEPARACIJA | IZOLACJA BIALEK

Dezintegracja tkanek:
* Detergenty

Detergenty powodujg zwiekszenie

rozpuszczalnosci biatek i zerwanie odd2|a’fywan
miedzy biatkami a lipidami (gtéwnie dla biatek *=
btonowych)

—

Niejonowe:Triton X-100, Nonidet P-40, Tween \N—-
30, ————
Amforetyczne: CHAPS



SEPARACIJA | IZOLACJA BIALEK

Dezintegracja tkanek:
* Detergenty

Detergenty powodujg zwiekszenie

rozpuszczalnosci biatek i zerwanie odd2|a’fywan
miedzy biatkami a lipidami (gtéwnie dla biatek *=
btonowych)

—

Jonowe: cholan, deoksycholan sodu — forma \N—-
natywna, denaturacja biatek =g



SEPARACIJA | IZOLACJA BIALEK

Liza komorek:
* Szok osmotyczny

* Homogenizacja w roztworze i
powodujgcym lize

* Naprzemienne zamrazanie i
rozmrazanie —




SEPARACIJA I IZOLACIA
BIALEK

Techniki separacji .
Biatka

/ Hpidy

y Kwasy nukleinowe
I Polisacharydy

2-DE



PROCES ROZPUSZCZANIA
BIALEK ' _

1. Czynniki chaotropowe . § 9

2. Detergenty

3. Odczynniki redukujgce

Probka mocznika krystalicznego probka zwigzku
. . ‘ Nazewnictwo pokaz]; Nazewnictwo [pokaz] i
4. Inhibitory proteazy | R — |
Wzor CH4N20 [
sumaryczny Wazor CHy4NS
Inne wzory  CO(NH,),, HoNCONH, e EI AT
Masa 60,06 g/mol Inne wzory (HoN)>,C=S
molowa

Masa molowa 76,12 g/mol
Wyglad biaty krystaliczny proszek o

zapachu podobnym do Wyglad biate krystaliczne ciato
amoniakul?! statel ]




PROCES ROZPUSZCZANIA
BIALEK

1. Czynniki chaotropowe

2. Detergenty

3. Odczynniki redukujgce

4. Inhibitory proteazy

Triton X-100

n=9-10

Nazewnictwo [pokaZ]

Ogolne informacje

Wzor C14H21|{DC2H4}HOH; n=29-10
sumaryczny

Masa n=9: 602,80 g/mol
maolowa n = 10: 646,65 g/mol

Wyglad bezbarwna lub lekko Zoltawa,
lepka, przezroczysta ciecz




PROCES ROZPUSZCZANIA
BIALEK

1. Czynniki chaotropowe f Ditiotreitol

2. Detergenty

” Nazewnictwo [pokaz]
3. Odczynniki redukujgce Ogoine informacie
Wzor sumaryczny Cy4H4qp0252

Masa molowa 154,25 g/mol

4. Inhibitory proteazy Wyglad stabo higroskopijne igiy!!




PROCES ROZPUSZCZANIA
BIALEK

1. Czynniki ChaOtrOpowe . ' Fluorek fenylometylosulfonylu

2. Detergenty

Nazewnictwo [pokaz]

Ogélne informacje

3. Odczynniki redukujgce

Wzoér sumaryczny Cy7H;FO,S

Masa molowa 174,19 g/mol

Wyglad biate igiy! 1<)

4. Inhibitory proteazy




OCZYSZCZANIE BIALEK

tADUNEK

| MASA MOLOWA |

HYDROFOBOWOSC




ZANIECZYSZCZENIA BIALEK

RODZAJ ZANIECZYSZCZENIA WYWOLYWANE EFEKTY

SOLE Uniemozliwiajg analize lub znacznie pogarszaja
warunki chromatograficzne, elektroforetyczne
KWASY NUKLEINOWE Tworzg kompleksy z biatkami, ostabiajg

ogniskowanie izoelektryczne, daja silne tto podczas
wybarwiania srebrem

POLISACHARYDY Pogorszenie rozdziatu elektroforetycznego,
,smuzenie biatek”, zatyka pory zelu

LIPIDY Zmniejszajg rozpuszczanie biatek

PROTEINAZY Degradujg biatka

DETERGENTY Tworzg ujemnie natadowane kompleksy,
uniemozliwiajg 2-DE

ENDOGENNE, MALE JONY, NUKLEOTYDY, Zaktdcajg ogniskowanie izoelektryczne

FOSFOLIPIDY



ZAGESZCZANIE

ULTRAWIROWANIE-
SELEKTYWNE
MEMBRANY

OdparowyWanie buforu

WIROWANIE



ZAGESZCZANIE



ZAGESZCZANIE

/

tacznik o charakterze
hydrofilowym

porowate podtoze
polimerowe (wielkoS¢

ziaren 1-2 mm), najczesciej:
— metakrylan

— metakrylan hydroksyetylu
— celuloza

rozdziat biatek przy uzyciu biblioteki ligand -heksapeptyd

kombinatorycznej ligandow %
g niezwigzane

biatka

zZwigzanie biatek
w probce do biblioteki
kombinatorycznej peptydow

ziarna polimeru
z przytaczonymi peptydami peptydy wigzgce biatka



ZAG ESZCZAN I E Kolumny do SPE

usuwanie zwigzku -
O_. polimeryzacja matrycy
Polimery z pamiecia ksztattu
zwigzek yzp &cla
monomer z odpowiednig polimer z odpowiednimi

grupg funkcyjna grupami funkcyjnymi



Laserowe pozyskiwanie
mikroskrawkow

r
=

/ Laserowe pozyskiwanie

. ) \ J /’ @j mikroskrawkéw

L



Temat do opracowania:
GC-MS

Sl::,:on Deflection based on mle
Injection ‘ Concentrated /
; +veion beam
Pressure & Flow 17 RetentonTime Greph "
‘regulator
NN
| |
| |
- [
: Mass Spectrum
Carrier
Cy?'la\:jet GC Column in Themmostatic Oven ;go
Detector 60 -
:
Analiza Sl I
20 40 60 80 100 120

Neurosteroidow

Kwasow ttuszczowych




ELEKTROFOREZA
1-DE
2-DE

u=V/E=Z/f

V- predkosc z jakg porusza sie czgsteczka —— A
E -wartosc natezenia pola elektrycznego '
/ -tadunek catkowity czasteczki

F-wspotczynnik tarcia zalezy od ksztattu i wielkosci czgsteczki



ELEKTROFOREZA

akrylamid+bisakrylamid |g]

%N T= . x 100
objetosc roztworu [ml]
%T — catkowite stezenie akrylamidu

bisakrylamid [g|x 100

%C=
’ akrylamid+bisakrylamid |g|
%C — stezenie substancji sieciujacej




ELEKTROFOREZA v
asa czasteczkowa
1-DE rozdzielanych substancji [kDa]
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~ Cathode

Gel cast between glass pl
Notches cast in top of ge

Separated
Components

Tracking Dye \\

i/




, ® )
PRZYGOTOWANIE PROBKI
ELEKTROFOREZA a
w warunkach natywnych ‘!l oo
ELEKTROFOREZA b
w warunkach denaturujgcych ‘




ELKTROFOREZA s

BARWIENIA Hp—
° CB B — oznaczenia ilosciowe, powtarzalnosé, __!l

niski koszt, wykrywalnos¢ MS

rozdziat
elektroforetyczny

e Sole srebra - wysoka powtarzalnos, =

_‘

l

analiza ilosciowa, niski zakres liniowosci

e Czern amidowa — dobra czutosé, niskil koszj;,npowtarzalnosc
e Sole cyn ku SDS imidazole — tletekqa bezbarwnyc

prazkdw na ciemnym tle (negatyw), ozn%wg@we—
* Barwienie fluorescencyjne ‘ ‘
« ZNAKOWANIE IZOTOPOWE |




=)
ELKTROFOREZA 1 S—

A .

‘ I
denaturacja, redukcja,
alkilowanie

BARWIENIA
 Barwienie fluorescencyjne

odwracalne, szeroki zakres liniowosci, do stosowania tak_
przed jak i po elektroforezie,

limit detekcji 0.5 ng biatka, koszt aparatury do l
odczytu wynikow

* ZNAKOWANIE IZOTOPOWE

Zawsze przed rozdziatem elektroforetycznym, trudne ‘
warunki BHP, wysoka czutos¢,
niska powtarzalnos¢ ‘ ‘

llH

rozdziat
elektroforetyczny

trawienie




ELKTROFOREZA 1-DE s

Najczestsze problemy oznaczenia: 1 s s

e Zel nie polimeryzuje =

* Obecnosc zelu wewnatrz studzienek :!l o
 Stabe barwienie R e
* Nierdwnomierne wybarwienie ‘I“

 Zle rozdzielone prazki
* Smuzenie prazkow

* ,UsSmiechniete” prazki l
* Rozlane prazki

* Zbyt szerokie prazki » ‘ ‘




ELKTROFOREZA 2-DE

Rozdziat kilkuset biatek w warunkach denaturujgcych — 1975

-rozdziat wzgledem IP
-rozdziat wzgledem wielkosci czgsteczek

Immobilizowane paski do ogniskowania tworzace

stabilny gradient pH, rozdziat okoto 5000 biatek w jednym
pomiarze

Elektroforeza réznicowa DIGE




ELKTROFOREZA 2-DE

Dzieki 2 DE mozliwa jest wizualizacja zmian
posttranslacyjnych gdyz zmienia sie wowczas masa oraz
tadunek wypadkowy czasteczki (tarnicuszki na zelu).

Dla probek biologicznych mozna obserwowac wiec zmiane
lokalizacji pragzkow lub zmiane intensywnosci zabarwienia.

2DE rozdziat czgsteczek o niezrownowazonym tadunku.




ELKTROFOREZA 2-DE

pH 3 pH 10

it ey - s ~ 116kDa




ELKTROFOREZA 2-DE

PRZYGOTOWANIE PROBKI

* Homogenizacja

* Inaktywacja interferujacych sktadnikow
* Rozpuszczanie

* PREFRAKCINOWANIE

* lzolacja tylko okreslonych komorek z tkanki
* Rozdziat organelli

 Sekwencyjna ekstrakcja

* Ekstrakcja w roztworach detergentéw

* metodami chromatograficznymi




ELKTROFOREZA 2-DE

Pierwszy wymiar — ogniskowanie izoelektryczne (IFE)

Btedy w IFE:
Poziome smuzenie (precypitacja biatek, utlenianie i odtworzenia
mostkow disiarczkowych, niewystarczajgce ogniskowanie,
zbyt dtugie ogniskowanie, obecnos¢ zanieczyszczen).

Pionowe smuzenie (obecnosc¢ soli w probce, agregacja biatek,
krystalizacja mocznika, staba rozpuszczalnosc¢ probki,
zbyt duza ilos¢ natozonego biatka, zte usieciowanie zelu).



EL&OFOREZA 2-DE

rehydratacja paskéw IPG

" polimeryzacja zelu SOS-PAGE

potaczenie paskéw IPG
z zelem SDS-PAGE za pomocq agarozy

ogniskowanie IEF

| rozdziat SDS-PAGE
rownowazenie paskow IPG

utrwalenie zelu

redukcja bialek




ELKTROFOREZA 2-DE
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ELKTROFOREZA 2-DE

ZALETY:

- obserwacja modyfikacja posttranslacyjnych
- czesciowej proteolizy

- poziomu ekspresji biatek

- rozdziat kilku tys. biatek jednoczesnie

- detekcja 1 ng/prazek

WADY:

- ograniczona ilos¢ prébki

- czasochtonnos¢

- brak automatyzac;ji

- ograniczona powtarzalnos¢




EL&OFOREZA 2-DE — analiza komputerowa

Qo

Qo
go ©

zele z rozdzielnymi
prébkami

B

Qo

skany
zeli

/

Qo

e

Qo
Oo

§o ©

\

obraz
potaczony

O@e.

O 0O
ol | 8

S0

znalezienie regionow
odpowiadajacych sobie

&

=

o
o) o
8ol ¢ ¢

09 o Qo
o

wykrywanie

plamek

$ @&

@ (@e
O
®

Se

wzor rozmiesz-
czenia plamek

o0 So

zastosowanie wzoru
rozmieszczenia plamek
do wszystkich zeli

F_—n_.
=l ®le@e
=189 80| 26 i

potaczenie odpowia-

dajacych sobie plamek

V %

analiza profilu
ekspresji
biatka



EL&OFOREZA 2-DE — analiza komputerowa

przeksztatcenie zabarwienia plamku
na informacje cyfrowg - skan zelu

@ﬁ

stezenie biatka

LR B SR L LR i R L

AR LR LA L 2

(AR RN AL L AR R R L AR B L L2
a2 A8 L2 J
(AR LN )

‘A AR A AL L AL R B A A LA B L 2 L2
IR R R R R R E T R R R R BT

L ettt e et d
L

intensywnos¢ suma poziomow szarosci
zabarwienia plamki dla poszczegolnych pikseli




EL&OFOREZA 2-DE — analiza komputerowa

Na fragmencie obrazu zelu wida¢ artefakty - drobinki barwnika, w postaci kropek.
Dbydwa artefakty weszty w granice wykrytej plamki i mogg spowodowac sztuczny wzrost
ntensywnosci jej zabarwienia (rysunek po lewej - widok fragmentu zelu, rysunek po prawej - ten
iam fragment widziany w prezentaciji 3D)

V %



EL&OFOREZA 2-DE — analiza komputerowa

Proces dopasowywania do siebie regiondw na dwoch zelach. Pierwszy fragment to dwa
natozone na siebie obrazy zaznaczone na fioletowo i zielono (plamki z obydwu skanow
naktadajgce sie na siebie majg kolor czarny), drugi (przed dopasowaniem) przedstawia
vygenerowane wektory, trzeci to dopasowane regiony (najwyrazniej widac to na plamkach z lewej
strony zelu)

V %



Fragmenty obrazow, na ktérych przedstawiono znalezienie punktu centralnego dla
danych plamek (A1), oraz opisanie ich granic przez model Gaussa (A2). Na obrazach B1, B2
przyktad nieregularnej plamki, w przypadku ktérej konieczna byta manualna korekcja granicy
(schemat koloréw zostat tutaj tak zmieniony, aby tatwiej byto obserwowac granice plamek)

M AN
i i

< m

B

ELKTROFOREZA 2-DE - analiza komputerowa



ELKTROFOREZA 2-DE — analiza ilosciowa

e Utrata probki
* Wydajnos¢ transferu ——

e Utrata biatka w czasie
barwienia P o - "
Y . . | \ e * [\
 Wydajnos¢ barwienia - P T —
o Chara kterystyka wyba rwiania huﬂcr' ..: A ’ * = Software-based ;llld|)’.\i.\
dla danego biatka = x
 Utrata intensywnosci R —
zabarwienia

* Zbyt duza intensywnos¢
barwienia



EL&OFOREZA 2-DE — standard wewnetrzny

a)

— O
eo®

— ©
e®

zel kontrolny 1

zel kontrolny 2

°c®
_..Q

—
"

zel dosSwiadczalny 1

zel doswiadczalny 2

analiza iloSciowa

b)

— @
e ®

—_r @
e®

zel kontrolny 1

- 0
e®

zel kontrolny 2

standard
wewnetrzny

. @
'.

. @®
"

)
3

zel doswiadczalny 1

zel dosSwiadczalny 2

analiza iloSciowa

V %

standard
wewnetrzny




ELKTROFOREZA i
KAPILARNA

detektor e,

pojemnik
z buforem

roztwor

.......

powierzchnia
krzemionki

pojemnik
Z buforem

YT e

kapilara



ELKTROFOREZA
KAPILARNA

dtugosc¢ ta moze by¢
odpowiednio dobierana

celka
detekcyjna

8,5cm' \

Kaseta z celkg detekcyjng i nawinietg kapilarg (wg: Hjertén, Kubo 1993)



ELKTROFOREZA
KAPILARNA

Detektor Granice wykrywalnosci

UV/VIS 107-13-107-16
fluorescencyjny 107-14-107-16
fluorescencyjny laserowy 107-18-101-20
SM 107-16-107-19
amperometryczny 107-18-10”7-19
konduktometryczny 107-15-107-16

refraktometryczny 107-14-107-16



Ogniskowanie izoelektryczne

"HN-CH-COOH " (0 S.0
3 IIQ <o o 0

; H N_QH'COO— pH = pl
R

_HN-CH-COO™ »* @ e §B S

R




Ogniskowanie
izoelektryczne




Biatka znaczenie
biomedyczne

* Biatka petnia wiele nadzwyczaj waznych funkcji w
organizmie:

 Wewnetrzna siec biatek tworzy cytoszkielet
(zapewnia komadrce ksztatt i spdjnosc fizyczna)

* Filamenty aktyny i miozyny tworzg aparat
kurczliwy miesni

* Hemoglobina transportuje tlen

. . . . 7 - - . - ~E p
* Przeciwciata WYSZUkUJQ ,,Intruzow” Szkielet komorki eukariotycznej:
B filamenty aktynowe
* Enzymy katalizujg reakcje W mikrotubule

[l iadro komédrkowe

* Receptory umozliwiajg komorkom reakcje i
odpowiedz na rézne czynniki Srodowiskowe,
hormony.



Translacja

Rozktad do aminokwasow

3 AMNAAA o 2. Zwijanie 3. Przetwarzanie
l 5 ﬂ
val Val
- Gin

=3
= As:"e 4. Modyfikacje
Met 2H 26 potranslacyjne
1. Synteza Met-Asp-Phe-Gin-Val :':- "Y'i”“
asam
= p e m mi
Gy - His Gl i
e LS AR
" - Kataliza
7. ,Starzenie”
(8] wilenianis, Produkty  Substraty
deamidacja,
denaturacja) ‘
5. Translokacja

Blana

Dojrzewanie w procesach
potranslacyjnych

Oscylacja miedzy stanem
aktywnym i

spoczynkowym

Starzenie (utlenianie,
deaminacja)

Waznym celem medycyny
molekularnej jest rozpoznanie biatek
i tych procesow w cyklu ich zycia,
ktorych obecnosc lub brak badz
uposledzenie jest zwigzane z
okreslonym stanem fizjologicznym
lub chorobowym.



Sanger jako pierwszy
okreslit sekwencje Insulin
polipeptydu C254H377N6507656

* tancuch A 21 reszt aminokwasowych
* tancuch B 30 reszt aminokwasowych

* Redukcja mostkéw disiarczkowych
* Proteoliza

* Hydroliza

e Reakcja z odczynnikiem Sangera

* Analiza sekwencji

* Nagroda NOBLA w 1958 roku.



Degradacja
Edmana
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Degradacja Edmana -

R
) : H [
metoda sekwencjonowania . D Sewwe A i
peptydow polegajaca na kolejnym odrywaniu f\/ Z ; - R ——
N

oznakowanych aminokwasow z N- °’\H
konca czgsteczki peptydu. Opracowana w O/
roku 1950 przez szwedzkiego biochemika . \H
Maksymalna dtugos¢ sekwencjonowanego .
peptydu to 50-60 aminokwasdéw (ze wzgledu na ‘ I
nieilosciowy przebieg reakcji). . N>§/R

wykonywane w sposob zautomatyzowany —

N / N /
’,’/R
Phenylthiohydratonin (PTH)

Sekwencjonowanie metodg Edmana moze byc¢ Q\ )1 . ] S\c/w



Degradacja
Edmana
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Degradacja Edmana -

R
) : H [
metoda sekwencjonowania . D Sewwe A i
peptydow polegajaca na kolejnym odrywaniu f\/ Z ; - R ——
N

oznakowanych aminokwasow z N- °’\H
konca czgsteczki peptydu. Opracowana w O/
roku 1950 przez szwedzkiego biochemika . \H
Maksymalna dtugos¢ sekwencjonowanego .
peptydu to 50-60 aminokwasdéw (ze wzgledu na ‘ I
nieilosciowy przebieg reakcji). . N>§/R

wykonywane w sposob zautomatyzowany —

N / N /
’,’/R
Phenylthiohydratonin (PTH)

Sekwencjonowanie metodg Edmana moze byc¢ Q\ )1 . ] S\c/w



Znajomosc¢ sekwencji DNA pozwala okresli¢

Biologia molekularna . . ,
strukture pierwszorzedowg polipeptydow.

zrewolucjonizowata
okreslanie struktury I-
rzedowej polipeptydow PCR

SI _3?

.
+ + ‘ @ denaturacja
2

P - 5

3 )
»

|
A
+
3 9O
s ) _ I @ wigzanie starterow ‘
¥ 5
. ¥y 5 3
3,‘_ 4

¥ 3
d 4

3I‘ SI

=3

< ’
5 ;3
L4

3
%

3

synteza nici

23
»

) !
@ komplementarne;j
0.0 ¥
’ . 4

40

Metylacja, glikozylacja, fosforylacja, hydroksylacja reszt prolinowych i lizynowych - dojrzewanie biatka



BiOlO iq molekularna Znajomosc¢ sekwencji DNA pozwala okresli¢
- - strukture pierwszorzedowaq polipeptydow.
zrewolucjonizowata

okreslanie struktury I-
rzedowej polipeptydow PCR

5 3

Metylacja, glikozylacja, fosforylacja, hydroksylaca reszt
prolinowych i lizynowych - dojrzewanie biatka

3
‘ @ denaturacja
3

+
35
Ana I 12a M S l @ wigzanie starterow ‘
Modyfikacja Wzrost masy [kDa] : — sy
potranslacyjna "
_ synteza nici
Fosforylacja 80 ‘ @ komplementarne; ‘
Hydroksylacja 16 3 — —
Metylacja 14 *®
Acetylacja 12 g

Glikozylacja 12



Tandemowa SM w
analizie zaburzen Fenyloketonuria
metabolicznych

Encefalopatia
etylomalanowa

Kwasiaca glutarowa
typu 1.



Primary structure
amino acid sequence

Helisa a,
struktura 3

Helisa alfa — struktura drugorzedowa biatka (tak jak
| harmonijka beta), stabilizowana przez wigzania
wodorowe. Ksztattem przypomina cylinder, tworzony przez Sﬁgggufgsfggg}ge
ciasno, prawoskretnie skrecong sprezyne. Sciany cylindra
tworzy tancuch polipeptydowy, a tancuchy boczne
(podstawniki) wystajg na zewnatrz. Co cztery aminokwasy
w tancuchu polipeptydowym tworzone jest wigzanie
wodorowe pomiedzy grupg karboksylowg jednego
aminokwasu a grupg aminowg drugiego. Skok helisy
nastepuje co 0,54 nm.

Tertiary structure
\ | three-dimensional structure

Quaternary structure
complex of protein molecules



Helisa q,
struktura 3

Harmonijka beta (beta-kartka) — jedna z mozliwych
struktur drugorzedowych biatka (inng jest helisa alfa).
Ten sposob przestrzennego utozenia aminokwasow w

tancuchu polipeptydowym przypomina wyglagdem kartke
papieru pofatdowang w harmonijke. Ksztatt harmonijki
beta stabilizowany jest poprzez wigzania wodorowe
wystepujagce pomiedzy sgsiednimi fancuchami — beta
nicmi. Beta niC jest to prawie catkowicie rozciggniety
fragment polipeptydu, zwykle o dtugosci 5-10
aminokwasow. Wystepujg harmonijki beta: rownolegte,
antyréwnolegte i mieszane. Struktury te (w odréznieniu
od helis alfa zbudowanych z jednej ciggtej sekwencji)
sktadajg sie z oddzielnych fragmentow fancucha (nici
beta) czasem znacznie od siebie oddalonych w sensie
struktury pierwszorzedowe,..




Primary structure
amino acid sequence

Fatdowanie
biatek

Biatka cechuje dynamika konformacyjna. Ich tancuchy
mogaq sie fatldowac i rozfaldowywac w czasie milisekund i
robia to tysigce razy w sowim zyciu.

Secondary structure
reqular sub-structures

Natywna konformacja biatek jest uprzywilejowana
termodynamicznie.

Zwijanie modutowe.

Biatka pomocnicze wspomagajg zwijanie.

Biatka opiekuncze.

lzomeraza dwusiarczkowa biatek.

Tertiary structure
three-dimensional structure

Quaternary structure
complex of protein molecules



PrPC PrP sc
is a normal protein the disease-causing form of the
prion protein

Patologiczne
zaburzenia ™ -
konformacyjne biatek = - s

L]
Prlony Zdrowy mozg Choroba Alzheimera
PN S, | EETTRE i g A
(B e al N s L7 7 A | Sploty e/, ;-j
- L] e aneurofibrylarne —
> _-;.’ ‘_,-""; —-‘L o e K 3

Choroba Alzheimera

: B TR R | <&
Normal Thalassemia eurony 13/;}:{” efraian
2 T -"é'f" 7";, ‘ amyloidalne
Beta-talasemie  scoice White Malformed TN A
Blood Cell Red Blood Cell -




mioglobina

Mioglobina,
hemobglobina

Cisnienie tlenu (Po,)
[kPa]

100% /@/’_—?_ 7200
0\0 '&\x‘o
"N 75% £ Q\Obo %@‘9?/ 150
Mioglobinuria g //
E‘SO/ ! ﬁ 100
1/
Niedokrwistosc & wlt s
(anemie) /|
T t T T T 0

iHBF ““iHbA

19 27  [mm Hg]

Beta-talasemie

[ivay 1720 |w]



Niefunkcjonalne
enzymy 0socza w
diagnostyce

Izoenzymy podjednostki
dehydrogenzay

mleczanowej

11 HHHH

12 HHHM

13 HHMM

14 HMMM

15 MMMM

Enzym osocza Gtédwne zastosowania
diagnostyczne

Aminotransferazy
(asparaginianowa, AST;
alaninowa, ALT)

amylaza

celuroplazmina

Fosfokinaza kreatynowa
Dehydrogenaza mleczanowa
Fosfataza kwasowa

Fosfataza zasadowa

Zawat serca, wirusowe
zapalenie watroby

Ostre zapalenie trzustki

Zwyrodnienie watrobowo-
soczewkowate (choroba
Wilsona)

Choroby miesni, zawat serca
Zawat serca
Rak gruczotu krokowego

Choroby kosci, watroby z
utrudnionym odptywem zotci

O O
R R’
HO HO
Q NH,
Transaminase
+ —_— e +
O O
R? 2
HOJ\( HDJ\WR
NH5 O



Biosynteza aminokwasow 0 - s
ktore nie musza by¢ b sl i

. . 0 0 0 0
dostarczane w pozywieniu aKetaghtaran p—
NH, H;0
NAD(P)H + H* NAD(P)*
Aminokwasy, Aminokwasy, .
kiore musza by¢ ktore nie musza byé Reakcja dehydrogenazy glutaminianowej.
dostarczone w pozywieniu dostarczone w pozywieniu
Arginina' Alanina
Histydyna Asparagfné Nt | -
lzoleucyna Asparaginian 0 W\y/ 0 Ml 0
Leucyna Cysteina WY
Lizyna Glutaminian ’ L-Glutaminian : : ’
Metionina Glutamina L-Giviamine
Fenyloalanina Glicyna e
Treonina Hydroksyprolina® :
Tryptofan Hydroksylizyna? Mo-AT
-ATP p
Walina Prolina . Al
Seryna Reakcja syntetazy glutaminowej,
Tyrozyna



Biosynteza aminokwasow
ktore nie musza byc¢

1 1 0 NH; 0 NH

dostarczane w pozywieniu g .
0 M-’/ HoN M :

0 .

L-Asparaginian L-Asparagin:

: NS Gin Gic

0 .
Pmom}mgo/ Ao( — Mg-ATP Mg-AMP + 55

Reakcja syntetazy asparaginowej. Nalezy -
uwagg na podobienstwa i réznice tej reakcji | reakcjl sy==
Giu lub Asp a-Ketoghutaran lub szczz, glutaminowej {ryc. 27-2).

Tworzenie alaniny w reakcji transaminac | :
nianu. Donorem grupy aminowej moze byé glutamir =

asparaginian. Innym produktem jest a-ketoglutaran luz =
wiooctan.



Biosynteza aminokwasow
ktore nie musza by¢
dostarczane w pozywieniu

0 0
I\H\ 0 NADH (\ﬁ‘\ o
0 O NH HLO o Wy

L-Glutaminian L-Glutamylo-
v-semialdehyd
0 0
o NADH /\ﬁ\ o
—
NH; ! N *

L-Prolina A’-Plrolmm-
-5-karboksylan

Biosynteza proliny z glutaminianu przez odwrocenie
reakcji katabolizmu proliny.

HO 0
* L-Seryna
HN® S —H
0
\(\/‘ Hy0 .
NH,
0 Y /\( 0
L-Homacysteina

0
H,0

0
Cystationina
NH;
N
HS 0
N* OH
0 s L-Cysteina
W +
0

L-Homoseryna

Przeksztalcenie homocysteiny i seryny w homose-
ryng i cysteing. Siarka cysteiny pochodzi z metioniny, szkielet

weglowy z seryny.



- Katabolizm aminokwasow —aminokwasy sg katabolizowane do
Katab Ollzm amfibolicznych produktow posrednich wykorzystywanych jako

SZklelet()W V,nglOWYCh zrddta energii lub do biosyntezy weglowodanow i lipidow.
aminokwasow

- Transaminacja

- -Glicynuria, hiperoksaluria

- -cystyno-lizynuria, choroba spichrzeniowa cystyny,
homocystynuria

- -tyrozynoza, zespot Richner-Hanharta, tyrozynemiga,
alkaptonuria

- -hiperlizynemia, amonemia

- -hiperwalinemia, choroba moczu o zapachu syropu
klonowego, ketonuria



Lipidy o znaczeniu
fizjologicznym

Ttuszcze
Steroidy
Woski

| ich pochodne

Nierozpuszczalnos¢ w wodzie

Rozpuszczalnos¢ w rozp. niepolarnych

O Lipoproteiny btony komarkowe,
mitochondria, srodki transportu lipidow w
osoczu krwi.

JOtytosc
JCukrzyca
JMiazdzyca




Lipidy o znaczeniu

fizjologicznym

Prekursory
i pochodne lipidow

J Kw. Ttuszczowe

d Glicerol

d Steroidy

d Aldehydy ttuszczowe
. Ciata ketonowe

|Lipidy proste‘

J Ttuszcze wtasciwe

J Woski

|Lipidy zfozone

J fosfolipidy
d glikolipidy

d sulfolipidy,
J aminolipidy




Lipidy o znaczeniu  |Nasyconelkasyuszczowel

fizjologicznym

Nienasycone kwasy ttuszczowe |

O

Ho e PN N 1 Jednonienasycone
Budowa chemiczna ALA 54 . .
d Wielonienasycone
J\N—v PP VO  Ikozanoidy
Budowa chemiczna EFA (prOStagIandyny’ trOmbOkSa ny,

7 5 leukotrieny)
L et el el et et it

Budowa chemiczna DHA &



N i e n a SyC O n e kwa Sy Najpopularniejsze nienasycone kwasy tluszczowe

t{u S Z C Z OW e m a C e Nazwa zwyczajowa Nazwa systematyczna Wzor TemF;:t]opn. Wystepowanie
] ] ] a ] Kwas undecylenowy Kwas 10-undecenowy CqqHo005 | 24
Z n a C Z e n 1 e fl Z] O O gl C Z n e Kwas palmitoleinowy | Kwas (Z)-9-heksadekaenowy CigH3002 | 0,5 ole] zwierzat morskich, gadow i ptakow
Kwas oleinowy Kwas (Z)-9-oktadekaenowy CqgH3405 | 16 oliwa z oliwek, tran
Kwas elaidynowy Kwas (E)-9-oktadekaenowy CqigHz404 | 44
Kwas petroselilowy Kwas (Z)-6-oktadekaenowy CqgH2404 | 32 nasiona selera i niektarych bluszczow
Kwas wakcenowy Kwas (E)-11-oktadekaenowy CqgH3405 | 42 ttuszcze niektorych roslin i zwierzat
N , s Kwas cytronellowy Kwas 3 7-dimetylo-6-oktadekaenowy CooHagOs drewno Callitris glauca
WI e kSZOSC Kwas hydnokarpowy | Kwas 11-(3-cyklopentylo-)-undecenowy CqigH2505 | 58 olej nasion roslin tropikalnych z rodziny Flacourtiaceae
° Kwas czoulmugrowy Kwas 13-(3-cyklopentylo-)-tridecenowy CqgH3204 | 69
WySte p UJ acyc h Kwas erukowy Kwas (7)-13-dokozenowy CooHgp05 | 33 olej rzepakowy | nasturcjowy
W n at u rze Kwas nerwonowy Kwas (Z)-15-tetrakozenowy CoaHagOs | 44 sktadnik mielin, wystepuje razem z kwasem erukowym
Kwas linolowy Kwas (Z,7)-9,12-oktadekadienowy Cq1gH3205 | -5 (-11) powszechnie jako skiadnik lipidéw
n ie n a Syco nych Kwas a-linolenowy Kwas (£,Z,7)-9,12 15-oktadekatrienowy CqgH3p05 | -1 czesty skiadnik lipidéw, w oleju Inianym i konopnym
Kwas y-linolenowy Kwas (Z,7,7)-6,9,12-oktadekatrienowy CqgH3002 olej z wiesiotka, ogdrecznika i czarnej porzeczki
kW. t'USZCZOWVCh Kwas trans-linolenowy | Kwas (E E_E)-9 12, 15-oktadekatrienowy CygHap02 powstaje w wyniku izomeryzacji kwasu a-linolenowego
° s e Kwas oleostearynowy | Kwas (E E_E)-9 11, 13-oktadekatrienowy CqgHag05 | 71 olej tungowy
ZaW| e ra p O d WOJ n e Kwas arachidonowy Kwas (all-Z2)-5,8,11, 14-ejkozatetraenowy CogH3a205 | —49 niektére tkanki zwierzece
° ° ° Kwas klupanodonowy | Kwas (all-Z)-4,8,12 15, 19-dokozapentaenowy CooHa405 | -78 ole] rybny
W I aza n I e c I S Kwas cerwonowy Kwas (all-7)-4,7,10,13,16,19-dokozaheksaenowy | Cy5H3,05 | —44 ole] rybny
Kwas rycynolowy Kwas (R)-12-hydroksy-(Z)-9-oktadekenowy CqgHa404 | 5 olej rycynowy

Nienasycone kwasy tluszczowe majgce znaczenie fizjologiczne



Nienasycone kwasy
tluszczowe majace
znaczenie fizjologiczne

Prostaglandin E2

LTA,

OH


https://en.wikipedia.org/wiki/Leukotriene_A4

Nienasycone kwasy
tluszczowe majace
znaczenie fizjologiczne

Wiekszos¢

wystepujacych
w naturze

nienasyconych
kw. ttuszczowych
zawiera podwojne
wigzanie cis

Postac trans
(kwas elaidynowy)

120°

" Postat ois
. (kwas oleinowy) Il |

co0™ coo™



Fosfolipidy sa gtoéwnymi
sk{adn{)kar};n %F y

biologicznych

Kanat biatkowy Ptyn pozakomorkowy Weglowoda

Grupy hydrofilowe
(polarne)

Biatko globularne Glikoproteina

....
.o =
-
. -

: SR ﬂﬁﬂ\ﬁ‘ﬂ i) T —
\\\ f&/&i"}\ m\{wf HUU M} > /{m , 4 ;’.\1. fosfolipidowa

Czasteczka fosfolipidu
Cholesterol

Biatko integralne

. : Biatko powierzchniowe
Glikolipid

Transbtonowe biatko

Biatko peryferyjne Cytoszkielet / o strukturze alfa-helisy — Grupy hydrofobowe
(niepolarne)

Cytoplazma



Fosfolipidy sa gtéwnymi
sk}adn?kal}r,ni% on Y
biologicznych

Ptyn pozakomoérkowy Weglowodan

Kanat biatkowy

Grupy hydrofilowe

Glikoproteina (polarne)

Biatko integralne > > :
Biatko powierzchniowe

Transbtonowe biatko
Cytoszkielet / o strukturze alfa-helisy — Grupy hydrofobowe
(niepolarne)

Biatko peryferyjne

Cytoplazma

.

0 'CH, —0—C —R,
] 5l
R,b—C—0—CH 0
| 1l
ECH?_O_T—O—
o
Kwas fosfadytowy
+/CH3
— 0 — CH; — CH, — N — CH;.
2 ;] T Hy
CH;
- v
~—
Cholina

-
— 0 — CH, — CHyMH,
\

~—
Etanoloamina

CH; —0—P— 0 —CH, 0

|
H—C — OH

I
CH,

| Il
Ry—C — 0 — CH,

v
Fostatydyloglicerol



Lipidy o znaczeniu
fizjologicznym

Dipalmitoilolecytyna

0| 'CH, —0—C —
|
R,b—C—0—CH (4}
| Il
3CH2—-0—II-"—-
o
Kwas fosfadytowy
A ) — CH, — © ﬁ/i?
—i— =2 —MN— CH;.
H, Ha \“n
CHy
L J
V"
Cholina
-
8 — 0 — CH, — CHyNHy
u J
R &
Etanoloamina
NHY
|
€C —0-—CH, — CH— COO"
- it
B 2
Seryna




Lipidy o znaczeniu
fizjologicznym

Dipalmitoilolecytyna

Fosfatydyloinozytol

Fosfatydyloinozytol - substancja z grupy
fosfolipidow. Jego rola polega na
modulowaniu funkcji uktadu nerwowego,
m.in. wptywa na przeptyw sygnatow
pomiedzy komoérkami nerwowymi. Rola w
organizmie inozytolu jest dosS¢ szeroka:
reguluje on rownowage pomiedzy
mineratami jak miedz i cynk, wspomaga
leczenie nieptodnosci u mezczyzn,
wspiera prawidlowy rozwdj szpiku
kosthego i prace watroby.



Lipidy o znaczeniu GLIKOLIPIDY,
fizjologicznym glikosfingolipidy

HO—CH—CH=CH—(CH,)—CH,

Do najwazniejszych glikolipidow zwierzecych nalezg 0
glikosfingolipidy. Zbudowane sg one z ceramidu i jednej CH -NH—ICI:/\/\/\/W
lub kilku czgsteczek cukru. Do glikolipidéw o najprostszej
budowie nalezg : glukozyloceramid i galaktozyloceramid. CH

— Q— Galaktoza
Galaktozyloceramid w niewielkich ilosciach wystepuje 2
prawie w kazdej tkance, natomiast w duzej ilosci obecny Galaktozyloceramid

jest w tkance nerwowej i mozgu. Glukozyloceramid nalezy
do grupy sfingolipidow i w duzej ilosci wystepuje tkance
pozanerwowe;.



Mineralokortykosteroidy 00
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1. Inicjacja:
ROOH + metal”* — ROO* + metal™"* + H*

Peroksydacja

2. Rozprzestrzenianie (rozwijanie lafcucha re-
l - - d 4 akcji):
ipidow
ROO" + RH — ROOH + R" itd.
3. Zakonczenie:

ROO" + ROO" — ROOR + 0,
ROO® + R* — ROOR

RH - & B -
. o ' Ve H 00
B B i ey Ve Ve N Gy P
H H H
RH
Lo T“I) H OOH
. +Re
M o /v V \ /‘=\/A</==\+
H H
Aldehyd malonowy Endonadtienek W°‘°a°33a"°n°k

Schemat peroksydaciji lipidow
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Dtugotancuchowe kwasy
ttuszczowe Erzenikajq wew.
btone mitochondrialng jako
pochodne karnityny

OH
H3C /CH3 E

+

/
H3C

ATE AMP + PP,

CD!'«
WKT Acylo-CoA

PALMITOILD-

TRANSFERAZA | ZEWNETRZNA
KARNITYNOWA BLONA

MITOCHONDRIALNA

SYNTETAZA
Acylo-CoA

Acylo-CoA CoA

Kamityna Acylokarnityna

TRANSLOKAZA
KARNITYNA- BLONA

-ACYLO-
KARNITYNA MITOCHONDRIALNA

"

Karityna Acylokarnityna

PALMITOILD-
TRANSFERAZA
KARNITYNOWA
il

CoA

Acylokamityna Acylo-CoA = {1-Oksydacja

t

Rola karnityny w transporcie diugofancuchowych
kwasow tluszczowych przez wewngtrzng blong mitochondrial-
ng. Diugoiaficuchowy acylo-CoA nie moze przenikac przez we-
wngtrzng blong mitochondrialng, ale produkt jego metabolizmu
~ acylokarnityna — moze.

Rola karnityny w transporcie kwaséw ttuszczowych



3-oksydacja

tluszczow

CoA —SH
|
HGC |a
VVAVANVVAINA
1\
Palimitoilo-CoA Ii: 0 mu S —CoA
1 |
e | @

B €0 ~U S —CoA
+

|
|
| CHy — €0 "vS —CoA

‘ , Acetylo-CoA
Kolejne usuwanie jednostek dwuweglowych

&

8CHy — CO N § — CoA
Acetylo-CoA

0

Il
R—CHy—2CHy— C — 0
Kwas tluszczowy

CoA —SH

@ SYNTETAZA
ACYLO-CoA

ATP
Mg2+

AMP + PP,
0

3 9 Il
R—"CHy— CH,—C v S—CoA
Acylo-CoA

O — — " . c— - o, S

WEWNETRZNA BLONA MITOCHONDRIALNA

S i S T S R

(zewnetrzna)
strona cytoplazmatyczna

o s o e g o s ST R AR TR TS

s e i i W i

Ogolny schemat -oksydacji ttuszczow



3-oksydacja
ttuszczow

CoA —SH
|
=.C I

+ \
\/\/\/\/\/\/\/\w e

3
Paimitollo-CoA | |

H.C | @

1 |
\/\/\/\/\/\/\ .

+
CHy — C0 NS —CoA
y ' Acetylo-CoA
Kolejne usuwanie jednostek dwuweglowych

k

8CH; — C0 Mo § — CoA
Acetylo-CoA

Ogodlny schemat B-oksydacji ttuszczéw
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DEHYDROGENAZA
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ACYLO-CoA 3(\} ®
NADH + H+ H.0
0, taicuch  °
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|
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CoA —SH
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L—R Cms CoA+CH3—CmS — CoA

Acylo-CoA Acetylo-CoA




P ero kSYd d Cj d & treT o DEHYDROGENAZA

l [ ] [ ] d V4 0
lpl OW - A2-trans-A"-cis-Dienoilo-CoA < A*-cis-Enoilo-CoA
t k d t H* + NADPH
an yO Sy an y L Az-rrans-igg?sgf\szr?O|LocoA
0
3 N

° AN
cis cis Y
/\/\/=1\2/z=\9/\/\/\/0 ~u S — CoA éa
&

Linoleilo-CoA
A3-trans-Enoilo-CoA
3 cykle
p-oksydacji 3 Acetylo-CoA |ZOMERAZA
o P A3-cis-(albo trans)—a’-trans-ENCILO-CoA
/\/\/z{/:{/c "o S — CoA
A3-gis-A®-cis-Dienoilo-CoA 0
i/
IZOMERAZA -
\ A% gis (albo frans)—%-trans-ENOILO-CoA /\/\/WC ~u S CoA
AV2
i 2
& c~uS— CoA
® 7 A?-trans-Enoilo-CoA
4 cykle

A2-trans-A°-cis-Dienoilo-CoA

(Etap p-oksydacji odpowiadajacy A%-trans-enoilo-CoA) p-oksydacii

1 cykl
3-oksvdacii Acetylo-CoA
p-oksydacii ﬁ‘ 5 Acetylo-CoA

Utlenianie kwasdw nienasyconych



Wzajemne
zaleznosci ciat
ketonowych

0
[
€O, Aceton
&
&
N
0 =
/|
Acetooctan
DEHYDROGENAZA
NADH + H* D{=}-3-HYDROKSYMASLANOWA
OH

NAD™* |

CH;— CH — CH, — C00"

D(-)-3-Hydroksymaslan

Wzajemne zaleznosci ciat ketonowych



Szlak ketogenezy
w watrobie

Szlak ketogenezy w watrobie

WKT

ATP
CoA SYNTETAZA
ACYLO-CoA
Y
Estryfikacja i I
Acylo-CoA tryfikacy . Triacylogiicerol
fosfolipid
-Oksydacja
(Acetylo-CoA), <—J P :
Y
0 0
Il Il
CHy —C — CH, —C mu § — CoA
Acetoacetylo-CoA
SYNTAZA
HMG-CoA

k CoA—SH
0
[l

— *CHz—"C N S — CoA

Acetylo-CoA

Cykl
kwasu
cytrynowego

200,

L CH, — 00 " S — CoA ol

0H 0
| [l
CH—C—CH, —C S — CoA
|
*CH, —*C00"
3-Hydroksy-3-metylo-
glutarylo-CoA (HMG-CoA)

CoA—SH

Acetylo-CoA
0
1!
CHS— C
|
*CH, — *C00
Acetooctan
NADH + H'
DEHYDROGENAZA
D(—)-S-HYDROKSYMASLANOWA
NAD™

OH
|
GHy— CH — *CHy —*C00™

0(-)-3-Hydroksymasian



Aspekty
kliniczne

Niedobor karnityny
Niedobor CPT-I

Niedobor CPT-II

Niedobor liaz

Jamajska choroba wymiotna
Acyduria dwukarboksylowa

Choroba Refsuma



Aspekty
kliniczne

e Zespot Zellwegera

prezentacja choroby ma miejsce tuz po urodzeniu. U noworodka
stwierdza sie:

* zaé¢me

* hepatomegalie

* torbielowatos¢ nerek

 wrodzone wady serca

* zaburzenia mielinizacji nerwéw obwodowych

* deformacje czaszki

* spodziectwo

* 0poOzniony rozwaj psychoruchowy, drgawki

* niecheé do ssania, staby przyrost masy ciata

* zlogi wapniowe w szpiku kostnym.

 Smieré na ogét nastepuje w ciagu kilku-kilkunastu tygodni,
w okresie niemowlecym).



Nieprawidtowy metabolizm
egzogennych kwasow . Torbielowate swiGknienie treustk
t USZCZOWYCh WYStQpU]e W oroieiowate zwioknienie trzustki

wielu chorobach
e Zespot watrobowo-nerkowy

e Zespot Sjogrena-Larsona
* Choroba Crohna
e Marskosc watroby

e Zespol Reye’a



Weglowodany o

ZNdCzeniu
fizjologicznym H,O

€ )
Weglowodany (cukry Sg bardzo Faza swietlna
rozpowszechnione w Swiecie zwierzecym i . % af g
rosSlinnym i odgrywajg bardzo wazng role C02 N SIS
tak strukturalng jak i metaboliczna. %

pochodzenie
roSlinne

cukry




Weglowodany o
Znaczeniu
fizjologicznym

GLUKOZA

CH,OH
O, OH
OH

OH
OH

Krystaliczna glukoza ma budowe cykliczng. Szesciocztonowy
pierscien hemiacetalu powstaje w wyniku reakcji grupy
aldehydowej przy atomie wegla C1 z grupg hydroksylowg przy atomie
wegla C5 w tancuchu. Mozliwe sg zatem dwa anomery — a oraz B w
zaleznosci od potozenia grupy OH przy pierwszym atomie wegla formy
cykliczne,j.

W roztworze wodnym oba anomery mogg ulegac reakcji otwarcia
pierscienia i ponownego zamkniecia z utworzeniem ponownie takiego
samego lub przeciwnego anomeru. Proces taki nazywa
sie mutarotacjg. Forma otwartotancuchowa wystepuje wytacznie w
roztworze wodnym, a jej termodynamiczna stabilnosc¢ jest znacznie
mniejsza od formy cyklicznej, dlatego rownowaga procesu mutarotacii
przesunieta jest silnie w kierunku formy cyklicznej, ktéra wystepuje w
przewadze.

W tancuchowej formie glukozy znajdujg sie cztery asymetryczne atomy
wegla (tj. C2, C3, C4 i C5), podczas gdy w formie cyklicznej wystepuje
piec takich atomow (dodatkowo asymetryczny jest wegiel
anomeryczny, C1). W zaleznosci od potozenia grupy karbonylowe] w
tancuchu i konfiguracji asymetrycznych atomow wegla, mozliwych jest
kilkadziesiagt izomerow glukozy (zob. heksozy). Jednym z czesto
wystepujgcych naturalnie izomerow glukozy jest fruktoza, réznigca sie
potozeniem grupy karbonylowej


https://pl.wikipedia.org/wiki/Hemiacetale

Weglowodany o

ZNnaczeniu

fizjologicznym

gﬁkogen|

galaktoza |

ryboza
| deoksyryboza

(JCukrzyca
] Galaktozemia

JZaburzenia
spichrzania glikogenu

(A Nietolerancja laktozy

14 listopada

Swiatowy Dzien Walki z Cukrzyca




We;%)lowodany sg aldehydowymi
lub ketonowymi pochodnymi

alkoholi polihydroksylowych

monosacharydy

disacharydy

Triozy
Tetrozy
Pentozy
Heksozy

Klasyfikacja wazniejszych cukrow

Heptozy

Maltoza
Sacharoza

Cukry Aldozy Ketozy
Triozy (C;H:0s) Gliceroza Dihydroksyaceton
(aldehyd glicerynowy)

Tetrozy (C4Hs0.) Erytroza Erytruloza
Pentozy (C:H,;0.) | Ryboza Rybuloza
Heksozy (CqH1:0:) | Glukoza Fruktoza
Heptozy (C;H.s0;) - Sedoheptuloza

Aldozy
Ketozy




WQ%lowodany sg aldehydowymi
lub ketonowymi pochodnymi
alkoholi polihydroksylowych

Triozy

Tetrozy Al d ozy

Pentoz
mOnosaCha rydy Heksoz\\// Ketozy

Heptozy

Maltoza

dlsaCharydyl Sacharoza




C—H

=20 — o

Pod wzgledem biomedycznym 1036
najwazniejszym = —on
monosacharydem jest glukoza A= —on
SCH,,OH

¢
B HOCH,

Izomery konfiguracyjne |
Piranozowe i furanozowe formy pierscieniowe oo O

Anomery alfa i beta

Epimery

D-Glukoza. A - forma fancuchowa,

| zome ry a | d 0za- kEtOZ a B - «u-D-glukoza; wzor rzutowy Hawortha,

C - «-D-glukoza; konformacja krzesetkowa.



Pod wzgledem biomedycznym
najwazniejszym
monosacharydem jest glukoza

L

Izomery konfiguracyjne

Piranozowe i furanozowe formy pierscieniowe
Anomery alfa i beta

Epimery

Izomery aldoza-ketoza

0
I

'C—H
I

HO — C — H
l

ICH,0H

Aldehyd L ghoarynowy
(L-Gliceroza)

0
I

'c —H
|

HO — ¢ —H
|

H—°C — OH

I

HO — ‘C —H
I

HO — °C — H
I

SCH,OH

L-Glukoza

0
|
C—H

I

H—C — O

I
CH,OH

Aldshyd D-glicerynowy
{0-Gliceroza)

0
Il
C—H
[
H—C — OH
|
HO—C —H
|
H—C — OH
I
H— C — OH
I
CH,0H

n-Glukoza

D- i L-Izomery aldehydu glicerynowego i glukozy.



Pod wzgledem biomedycznym
najwazniejszym
monosacharydem jest glukoza

Izomery konfiguracyjne

Piranozowe i furanozowe formy pierscieniowe
Anomery alfa i beta

Epimery

Izomery aldoza-ketoza

Piran

H OH

o-D-Glukopiranoza

Furan

HOCH,
I
HCOH
0 5
H\OH H
H OH

a-D-Glukofuranoza

Postacie piranozowa i furanozowa glukozy.



Pod wzgledem biomedycznym
najwazniejszym
monosacharydem jest glukoza

OH H

Izomery konfiguracyjne ov0-Frukiopirancas
Piranozowe i furanozowe formy pierscieniowe HOBR,  HOGH, HOGH, o
) 0
Anomery alfa i beta H\H O
: 3 3<:2)r1
. OH H OH HHy,
E pimery a-0-Fruitofuranoza 8-0-Fruktofuranoza

Postacie piranozowa i furanozowa fruktozy.

Izomery aldoza-ketoza



Pod wzgledem biomedycznym
najwazniejszym
monosacharydem jest glukoza

Epimery
HOCH, HOCH,
0 0
HO / H H/H H
4
H'\ OH H OH'\ OH HO / OH
2
H OH H H
a-0-Galaktoza a-0-Glukoza a-o-Mamnoza

Epimeryzacja glukozy.



Wiele monosacharydow to
zwigzki wazne pod
wzgledem fizjologicznym

Tabela 14-2. Pentozy o znaczeniu fizjologicznym

Cukier Wystepowanie Znaczenie biochemiczne i kiiniczne
D-Ryboza Kwasy nukleinowe i metabolit posredni ﬁ:?a:;‘;k;xg'(‘;L;rf’t";{a';\lii%r;'gl‘:i?‘g%%uﬁemmaw'
D-Rybuloza Powstaje w procesach metabolicznych Metabolit posredni w szlaku pentozofosforanowym
D-Arabinoza  |Gumy roslinne Skiadnik glikoprotein
D-Ksyloza Gumy roslinne, proteoglikany, glikozoaminoglikany Skiadnik glikoprotein
L-Ksyluloza Metabolit posredni Pojawia sig w moczu w przypadku pentozurii wrodzone

Tabela 14-3. Znaczenie fizjologiczne heksoz

Cukier

Wystepowanie

Znaczenie biochemiczne

Znaczenie kliniczne

D-Glukoza

Soki owocowe, hydrolizat skrobi,
sacharozy, maltozy lub laktozy

Giowne paliwo dla tkanek; _cukier krwi”

Pojawia sig w moczu (glukozuria) w wy-
niku zwigkszenia stezenia glukozy we krwi
(niperglikemia) w przypadku cukrzycy

D-Fruktoza

Soki owocowe, midd, hydrolizat
sacharozy | inuliny, enzymatycz-
na izomeryzacja glukozy

Metabolizuje bezposrednio lub po prze-
ksztalceniu w glukoze

Dziedziczna nietolerancja fruktozy prowa-
dzi do akumulacii fruktozy i hipoglikemii

D-Galaktoza

Hydrolizat laktozy

Ulega przeksztaiceniu w glukoze; syn-
tetyzowana w gruczole sutkowym jest
substratem do syntezy laktozy mieka.
Skiadnik glikolipidow i glikoprotein

Wrodzona galaktozemia w wyniku niewy-
dajnego metabolizmu galaktozy prowadzi
do zaémy

D-Mannoza

Hydrolizat mannozanowych gum
rodlinnych

Skladnik glikoprotein




Cukry tworzg glikozydy w Glikozydy nasercowe
reakcli 7z innyml zwigzkami
ub miedzy sobg

podgrupa glikozydow majaca zdolnos¢ pobudzania pracy serca. Zwiekszajg site skurczu miesnia sercowego, a
jednoczesnie obnizajg czestosc¢ tego skurczu.

Do glikozyddw nasercowych zalicza sie kardenolidy, w ktérych wystepuje pieciocztonowy pierscien
laktonowy i glikozydy bufadienolidowe z szesciocztonowym pierscieniem laktonowym. Zwigzki te nie s3g
stosowane w formie czystej jako leki nasercowe, lecz ich dziataniu przypisuje sie efekt leczniczy dziatania

Ly

niektorych ziot.

Bogate w kardenolidy sg wyciagi z lisci:
Digitalis purpurea (naparstnica purpurowa)
Digitalis lanata (naparstnica wetnista)
Adonis vernalis (mitek wiosenny)

Urginea maritima (cebula morska)
Convallaria majalis (konwalia majowa)
Strophantus gratus (strofant wdzieczny)




Cukry tworzg glikozydy w Glikozydy nasercowe
reakcli Z innymi zwigzkami
ub miedzy sobg

Glikozydy nasercowe hamuja dziatanie pompy sodowo-potasowej w sarkolemmie kardiomiocytéw. Powodujg przez to zwiekszenie
stezenia wewnatrzkomdérkowego sodu i wapnia, przez co wywieraja dodatni efekt inotropowy (zwiekszajg site skurczow). Na
czynnos¢ naczyn i serca dziatajg bezposrednio i posrednio, wptywajac na uktad nerwowy wspotczulny i przywspoétczulny.

Wptywajg na uktad przywspdtczulny, aktywujac go. Zwiekszenie napiecia nerwu btednego wptywa hamujaco na czynnos$¢ wezta
zatokowo-przedsionkowego i wezta przedsionkowo-komorowego (efekt dromotropowy ujemny), i zwalnia ich rytm (efekt
chronotropowy ujemny). Posredni wptyw aktywacji nerwu btednego powoduje tez spadek kurczliwosci miesnia przedsionkow
serca, skrdcenie okresu refrakcji i przyspieszenie przewodzenia impulsdow w przedsionku. Glikozydy dziatajac bezposrednio
wywotujg przeciwstawne dziatanie, zwiekszajac kurczliwo$¢ miesnia przedsionkow, wydtuzajac okres refrakcji i zwalniajac
przewodzenie. Ponadto powodujg zwiekszenie automatyzmu przedsionkdéw. Zwiekszenie wydzielania noradrenaliny powoduje
skrocenie okresu refrakcji wtdkien Purkiniego i zwiekszenie ich automatyzmu. Takie same jest bezposrednie dziatanie glikozydow
na widkna Purkiniego. Dziatanie noradrenaliny i glikozydow na miesien komér powoduje wzrost kurczliwosci, skrocenie okresu
refrakcji wiokien miesniowych i zwiekszenie automatyzmu serca.

Glikozydy nasercowe zwiekszajg czutos¢ baroreceptorow.

Glikozydy nasercowe zmniejszajg napiecie uktadu wspoétczulnego, powodujac zmniejszenie oporu tetniczek obwodowych.
Bezposredni wptyw glikozydow jest przeciwstawny i powoduje zwiekszenie oporu.



Cukry tworzg glikozydy w Glikozydy nasercowe
reakcli Z innyml zwigzkami

ub miedzy sobg

Glikozydy dobrze wchtaniajg sie z przewodu pokarmowego. Cechujg sie szerokg dystrybucjg w tkance miesniowej. Najbardziej stabilne
warunki farmakokinetyczne ma digoksyna i metylodigoksyna. Glikozydy nasercowe cechujg sie stosunkowo niskim indeksem
terapeutycznym przez co ustalenie wtasciwej dawki leku bywa trudne i co ogranicza stosowanie tych lekéw.

WSKAZANIA

przewlektia niewydolnos¢ serca z migotaniem badz trzepotaniem przedsionkéw z szybkg czynnoscig komor (lek z wyboru)

chorzy z przewlekta niewydolnoscig serca, rytmem zatokowym, pozostajacy mimo leczenia w Il klasie NYHA

chorzy w Il klasie NYHA, z rytmem zatokowym, u ktorych po leczeniu glikozydami nastgpita poprawa i przejscie do nizszej klasy NYHA

Klasa
NYHA

Il
1
v

Objawy kliniczne
Chaorzy z niewydolnoscia serca, ktora nie powoduje jednak u nich ograniczenia aktywnosci fizyczne|. Zwykle codzienne czynnosci nie powodujg nadmiernego zmeczenia, kotatania serca, dusznosci ani
bélu diawicowego.
Chaorzy z niewielkim uposledzeniem aktywnosci. Codzienne czynnosci powodujg pojawienie sie powyzszych objawow. Dolegliwosci nie wystepuja w spoczynku.
Chorzy ze znacznie ograniczong aktywnoscig, wskutek pojawiania sie dolegliwosci przy matych wysitkach, takich jak mycie lub ubieranie sie. Dolegliwosci w spoczynku nie wystepujg.

Chorzy, u ktorych najmniejszy wysitek powoduje pojawienie sie zmeczenia, dusznosci, kotatania serca lub bolu diawicowego, a dolegliwosci pojawiajg sie takze w spoczynku.



Cukry tworzg glikozydy w Glikozydy nasercowe
reakcli Z innymi zwigzkami
ub miedzy sobg

Glikozydy dobrze wchtaniajg sie z przewodu pokarmowego. Cechujg sie szerokg dystrybucjg w tkance miesniowej. Najbardziej stabilne
warunki farmakokinetyczne ma digoksyna i metylodigoksyna. Glikozydy nasercowe cechujg sie stosunkowo niskim indeksem
terapeutycznym przez co ustalenie wtasciwej dawki leku bywa trudne i co ogranicza stosowanie tych lekéw.

WSKAZANIA

przewlektia niewydolnos¢ serca z migotaniem badz trzepotaniem przedsionkéw z szybkg czynnoscig komor (lek z wyboru)

chorzy z przewlekta niewydolnoscig serca, rytmem zatokowym, pozostajacy mimo leczenia w Il klasie NYHA

chorzy w Il klasie NYHA, z rytmem zatokowym, u ktorych po leczeniu glikozydami nastgpita poprawa i przejscie do nizszej klasy NYHA

PRZECIWWSKAZANIA

zaburzenia rytmu z bradykardia

bloki przedsionkowo-komorowe Il i llI°

zespot chorego wezta zatokowo-przedsionkowego
czestoskurcz komorowy

sSwiezy zawat serca

kardiomiopatia przerostowa

zespot zatoki szyjnej



deoksyryboza . e

deoksyryboza




Aminocukry sg sktadnikami
glikoprotein, gan%liozydéwi
glikozoaminoglikanow

Mechanizm dziatania erytromycyny, wspdlny dla catej
grupy makrolidéw, polega na hamowaniu syntezy biatek
bakteryjnych. Odbywa sie to poprzez zablokowanie
bakteryjnych  rybosoméw,  struktur  komdrkowych
niezbednych do syntezy biatek. Uniemozliwia to wzrost i
namnazanie sie komérek bakteryjnych. Erytromycyna jest
zaliczana do substancji o dziataniu bakteriostatycznym, o
szerokim spektrum dziatania. Erytromycyna jest nietrwata
w srodowisku kwasnym. Podanie leku w postaci tabletek
dojelitowych badz jako cyklicznego weglanu (ulegajacego
przeksztatceniu w przewodzie pokarmowym w zel) chroni
go przed dziataniem soku zotgdkowego. Erytromycyna
dobrze przenika do wiekszosci tkanek, z wyjgtkiem modzgu
oraz ptynu mozgowo-rdzeniowego.

erytromycyna




Maltoza, sacharoza
S3 waznymi

disacharydami

0-ce-0-Glukopiranozylo-(1 — 4)-a-0-glukopiranoza
Sacharoza

1
HOCH,

H OH
0-p-o-Fruktofuranozylo-(2 s 1)-u-o-glukopiranozyd

Laktoza

Laktoza

0-p-o-Galaktopiranozylo-(1 —» 4)-p-o-plukopiranoza

Cukier

Skiad

Zrodio

Znaczenie kliniczne

lzomaltoza

0-a-D-glukopiranozylo-(1—6)-a-D-glukopiranoza

Enzymatyczna hydroliza
skrobi (amylopektyny)

Maltoza

0-a-D-glukopiranozylo-(1-+4)-a-D-glukopiranoza

Enzymatyczna hydroliza
skrobi (amylaza); kietkujg-
ce ziarna zboz i stod

Laktoza

0-p-D-galaktopiranozyio-(1-»4)-B-D-glukopiranoza

Mieko (oraz wiele prepara-
tow farmaceutycznych)

Brak laktozy (alactasia) prowadzi do nie-
tolerancji laktozy — efektem sg biegunki
i wzdecia. Laktoza moze pojawiaC sig
w moczu podczas cigzy

Laktuloza

0-u-D-galaktopiranozylo-
(1—4)-p-D-fruktofuranoza

Niewielkie ilosci w gorg-
cym mieku. Produkt syn-
tetyczny

Niehydrolizowana przez enzymy jelitowe,
ale ulega fermentacii przy udziale bakterii
jelitowych. Uzywana jako fagodny osmo-
tyczny Srodek przeczyszczajacy

Sacharoza

0-u-D-glukopiranozylo-{1—2)-p-D-fruktofuranozyd

Cukier trzcinowy i z bu-
rakow cukrowych, s0rgo,
niektore owoce i warzywa

Przy niedoborze sacharazy dochodzi
do nietolerancji sacharozy - zaburzenie
wehianiania prowadzi do biegunek | wzdec

Trehaloza

0-a-D-glukopiranozylo-(1—1)-a-D-glukopiranozyd

Drozdze i grzyby; gtowny

cukier hemolimfy owadow




Polisacharydy petnig  skrobia, glikogen, dekstryny, glikozoaminoglikany,
funkcje zapasowe i glikoproteiny
strukturalne

T)Ea oL>—“7§
HOCH HUCH

HOCH

K D2 KO,}.: l\/ J\-)L @ Q JC)L



Polisacharydy pelnig  Skrobia, glikogen, dekstryny, glikozoaminoglikany,
funkcje zapasowe i glikoproteiny
strukturalne

3 H':]CH:,
. 0
§ .~
‘ 1 ( CH; 07\
L HOCH,
~ AL
0
hn
0
T N-oi,
| "
F/O
0
|



Polisacharydy petnig
funkcje zapasowe i
strukturalne

Weglowodany wystepujace w glikoproteinach

Heksozy Mannoza (Man), Galaktoza (Gal)

Acetyloheksozoaminy N-Acetyloglukozoamina (GIcNAc),
N-Acetylogalaktozoamina (GalNAc)

Pentozy Arabinoza (Ara), Ksyloza (Xyl)
Metylopentozy L-Fukoza (Fuc; p. ryc. 14-15)
Kwasy sjalowe N-Acylopochodne kwasu neuramino-

wego; dominujgcym kwasem sjalo-
wym jest kwas N-acetyloneuramino-
wy (NeuAc, p. ryc. 14-16)

Skrobia, glikogen, dekstryny, glikozoaminoglikany,
glikoproteiny

Chityna 4-Siarczan chondroityny
= {Uwaga: wystepuie rdwnie2 G-slarczan)
HOCH, HOCH; [ H
0 0 0CH,
H/H H/H
0 o oK Hnd..
OH H/H OH H/H ke
a1
H HN*CO * CH, H HNeCO* CH4 i
£ n . . 3
N-Acetyloglukozoamina N-Acetyloglukozoamina
H OH il
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Magazynowanie

weglowodanow
Odsetek Catkowita
masy ::::; zawarlost
tkanki W organizmie
Glikogen watroby 5.0 1.8 kg 904g
Glikogen migsni 0,7 35 kg 2459
Zewngtrzkomor- 0.1 10L 10g
kowa glukoza

Carbohydrates

glucose, fructose,
galactose

Lactic Acid Pyruvic Acid
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Czescig mechanizmu
rozgateziania jest
odtgczanie istniejgcych juz

tancuchow glikogenu

OO Wigzanie glukozydowe 1—4
O  Reszty glukozy neznakowane

OO Wiazanie glukozydowe 1—6
®  Reszty glukozy znakowane 'C

L N '
. Dodano \ e
“G-glukoze \ Nowe wigzanie 16 o
1 '
> -
SYNTAZA ENZYM
GLIKOGENOWA ROZGALEZIAJACY

Biosynteza glikogenu. Mechanizm rozgalezienia zostat wyjasniony przez dodawanie glukozy znakowane izotopem '*C do
liety zwierzecia doSwiadczalnego i badanie glikogenu w odpowiednich odstepach czasu.



Choroby

gl

ichrzania
kogenu

Typ Nazwa Niedobér enzymu Istota zaburzenia klinicznego
0 - Syntaza glikogenowa Hipoglikemia; hiperketonemia; wczesna Smieré
| Choroba von Gierkego Niedobor glukozo-6-fosfatazy | Nagromadzenie glikogenu w watrobie | w komarkach
kanalikow nerkowych; hipoglikemia; hiperlaktacidemia;
ketonemia; hiperlipidemia
I Choroba Pompeqgo Niedobor lizosomalnej Nagromadzenie glikogenu w lizosomach; w odmianie
a-(1—4)- miodziencze] hipotonia migsni, $mierc z powodu
i a-(1—6)-glukozydazy niedomogi serca w wieku ok. 2 lat; w odmianie
(kwasnej maltazy) dorostych dystrofia migsni
] Dekstrynoza graniczna Brak enzymu usuwajgcego Hipoglikemia glodowa; hepatomegalia w dziecinstwie;
Choroba Forbesa lub rozgalezienia gromadzenie charakterystycznych rozgalgzionych
choroba Corich polisacharydow
v Amylopektynoza Brak enzymu Hepatomegalia; nagromadzanie polisacharydu
Choroba Andersena rozgaleziajacego Z niewieloma punktami rozgalezienia; Smier¢ z powodu
niedomogi watroby lub serca w pierwszym roku Zycia
v Niedobor miofosforylazy Brak fosforylazy Zmniejszona zdolnos$c¢ do wysitku fizycznego; migsnie
Syndrom McArdle'a glikogenowej w migéniach zawierajq zbyt duZo glikogenu (2,5-4%);
po wysitku bardzo malo kwasu miekowego we Krwi
Vi Choroba Hersa Niedobor fosforylazy Hepatomegalia; nagromadzenie glikogenu w watrobie;
glikogenowej w watrobie tagodna hipoglikemia; ogoinie dobre rokowanie
Vil Choroba Tarui Niedobor fosfofruktokinazy-1 | Zmniejszona zdolno$¢ do wysitku fizycznego; migénie
w migsniach i erytrocytach zawieraja zbyt duzo glikogenu (2,5-4%); po wysitku
bardzo malo kwasu miekowego we krwi; mozliwosé
niedokrwistosci hemolityczne|
Vil Niedobor kinazy fosforylazy Hepatomegalia; nagromadzenie glikogenu w watrobie;
w watrobie tagodna hipoglikemia; ogolnie dobre rokowanie
IX Niedobor kinazy fosforylazy Hepatomegalia; nagromadzenie glikogenu w watrobie
w watrobie i w migsniach i w mig$niach; agodna hipoglikemia; ogdinie dobre
rokowanie
X Niedobor zaleznej od cAMP Hepatomegalia; nagromadzenie glikogenu w watrobie

kinazy bialek




Metabolomika

zastosowania w chorobach
onkologicznych

Przyjmuje sie, ze endogenne
zwigzki chemiczne uwalniane do
ptynow ustrojowych sg lepszymi
wyznacznikami biologicznego
fenotypu organizmu niz ekspresja
genow

Metabolomika jest nowg dziedzing nauki zajmujaca sie
badaniem oraz analizowaniem metabolitow
powstajgcych w zywych komoadrkach. Jej zadaniem jest
oznaczenie catego zestawu produktow  reakcji
metabolicznych powstatych  w  wyniku przemian
fizjologicznych lub patologicznych zachodzacych w
komorce, tkance lub w catym organizmie

Do tej grupy zwigzkow zaliczamy m.in. aminokwasy,
lipidy, peptydy, ,

Moga one by¢ zarowno pochodzenia endogennego,
jak i egzogennego, np. lek



Profil metabolomiczny uwzglednia bowiem nie tylko

Metabolomika fenotyp determinowany genetycznie, ale takze
zastosowania w chorobach réznice w ekspresji cech fenotypu uwarunkowane
onkologicznych czynnikami Srodowiskowymi, takimi jak dieta, wiek,

sprawnos¢ fizyczna. Jest to istotna przewaga
metabolomiki nad genomika, czyli analizowaniem
Podstawowymi ptynami materiatu  genetycznego. Badanie produktow
biologicznymi  uzywanymi w przemian biologicznych moze doprowadzi¢ do

metabolomice s3: surowica, ptyn poszerzenia wiedzy na temat procesow
mozgowo-rdzeniowy, $lina, mocz. zachodzagcych w komodrce, a ich iloSciowe

Najwiekszy potencjat w  oznaczanie umozliwi zbadanie patomechanizmow
wykrywaniu markeréw choréb  powstawania chorob oraz szukanie potencjalnych
maja krew oraz mocz. wczesnych markeréw zachorowania.

Rutynowa diagnostyka laboratoryjna moczu pozwala ocenic¢ zawartos¢ biatek, ketonéw, weglowodandw, leukocytow,
erytrocytow, ale oceniany jest rowniez kolor, osad i zapach moczu. Stwierdzenie nieprawidtowych wynikow pozwala na
zdiagnozowanie wielu choréb, np. cukrzycy.



Metabolomika

zastosowania w chorobach
onkologicznych

Filtracja i zageszczanie moczu w nerkach
sprawiajg, ze produkty przemiany materii
wystepujgce w moczu ostatecznym s3
Zazwyczaj w wyzszym stezeniu niz we
krwi, co utatwia ich wykrycie. Dzieki uzyciu
nowoczesnych metod badawczych
metabolity moga by¢ wykrywane w moczu
juz w sladowych ilosciach. Utfatwia to
znalezienie w  probce specyficznych
substancji, ktore mogg Swiadczy¢ o
zmianach chorobowych w organizmie.

Obecnie znanych jest okoto 3000 zwigzkow
chemicznych w moczu. Powstajg bazy zawierajgce liste
ZWigzkow zawartych w moczu, oznaczonych przy
uzyciu dostepnych technik. Jedng z nich jest The Urine
Metabolome Database (UMDB). Zawiera ona liste
metabolitow, informacje o poziomie ich weryfikacji,
miejscu wystepowania, stezeniu w moczu u 0sOb
zdrowych oraz powigzaniu ich z konkretng choroba.
Dla zobiektywizowania interpretacji wynikow czesto
stezenie zwigzku chemicznego wykrytego w moczu
podawane jest w stosunku do stezenia kreatyniny.
Stezenie metabolitéw wykrywanych w moczu u oséb
zdrowych zalezy od rodzaju substancji macierzystej
podlegajgcej metabolizmowi i jest zmienne w
szerokich granicach: od +/- 50% dla czesci
metabolitéw do nawet 350%, np. dla normetanefryny
— metabolitu noradrenaliny



Metabolomika

zastosowania w chorobach
onkologicznych

Innymi bazami danych zawierajgcymi
informacje na temat metabolitow s3:
The Kyoto Encyclopedia of Genes end
Genomes (KEGG), The Small Molecule
Pathway Database (SMPDB), Madison
Metabolomics Consortium Database
(MMCD) oraz The METLIN Metabolite
Database



Metabolomika

zastosowania w chorobach
onkologicznych

CANCER \*
«\

ymph nodes p

Lobules Ducts

Rak piersi jest najczestszym nowotworem u
kobiet. Co roku w Polsce wykrywa sie okoto
14 000 nowych zachorowan, a ponad 5000
chorych umiera. Najczesciej rozpoznawanym
rakiem piersi jest rak przewodowy naciekajgcy
(75%), drugi co do czestosci jest rak zrazikowy
naciekajacy (10-15%), pozostate  typy
histologiczne raka wystepujg z czestoscig okoto
5%



Metabolomika

zastosowania w chorobach
onkologicznych

Jednoczesnie dochodzi do zaburzen
liczby aminokwasow i enzymow cykli
biochemicznych z nimi zwigzanych, co
objawia sie mniejszg zawartoscia
aminokwasow wykrytych w badaniu w
porownaniu do zdrowych ludzi. Badanie
moczu metodg spektroskopii NMR jest
bardzo obiecujgce, co potwierdzaja
wyniki badan, ktore cechowaty sie 98% i
100% czutosciag oraz 99% i 93%
swoistoscig odpowiednio dla raka jajnika
i raka piesi

Metabolomika moczu za pomocg spektroskopii

magnetycznego rezonansu jadrowego (MNR
spectroscopy) jest badaniem nieinwazyjnym,
nieszkodliwym dla zdrowia. Slupsky i wsp.

przeprowadzili badanie metabolitow moczu kobiet
chorych na raka piersi i chorych na raka jajnikow
przed operacjami oraz w grupie kontrolnej kobiet
zdrowych. Sposrod 67 oznaczonych w moczu
metabolitow stezenia etanoloaminy, uracylu,
hipuranu, leucyny, asparginy i acetonu
Zznaczgco roznity sie miedzy badanymi grupami.
Obnizenie stezenia metabolomitow cyklu kwasow
trojkarboksylowych u chorych na nowotwor piersi
ZwWigzane jest ze zmiang sposobu zuzycia glukozy,
zgodnie z efektem Warburga. Tworca tej teorii
twierdzi, ze zmiana metabolizmu jest niezbednym
czynnikiem przemiany prawidiowej komorki w
nowotworowa.



Metabolomika

zastosowania w chorobach
onkologicznych

INVASIVE BREAST CANCER CASES:
PERCENTAGE DISTRIBUTION BY ANATOMICAL SITE

BREAST, OVERLAPPING
& UNSPECIFIED
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OF BREAST
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e | —
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— Q-]
LOWER-INNER
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CENTRAL PORTION
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(Behind nipple)

: -('% CANCER
LET’'S BEAT CANCER SOONER 2 RESEARCH
cruk.org/cancerstats "m UK

Metodg metabolomiki mozna oceni¢ takze
wrazliwosc estrogenowaq komorek
nowotworowych; oceniane jest stezenie -
alaniny, 2-hydroksyglutaranu, glutaminianu,
ksantyny oraz glutaminy. W przypadkach
nowotworow  estrogenoujemnych  stezenie
pierwszych czterech rosnie, a glutaminy maleje,
a najwiekszg zmiane wykazuje stezenie B-
alaniny. Ta ocena utatwia wybor
personalizowanej terapii u chorych, a takze
wytycza drogi do powstania nowych lekow

przeciwnowotworowych. Na przyktad
stwierdzenie obecnosci glutaminy utlenowanej
i zredukowanej W komorkach

estrogenoujemnych (ale nie w komodrkach
estrogenododatnich) doprowadzito do rozwoju
badan i opracowania nowych lekow z grupy
inhibitorow glutaminazy



Metabolomika

zastosowania w chorobach

onkologicznych . . . -
U mezczyzn jednym z najczestszych nowotworow jest

rak prostaty. Badanie palpacyjne (per rectum) oraz
ocena specyficznych markerow nowotworowych nie
pozwalajg jednoznacznie prognozowac rozwoju raka
prostaty oraz oceni¢ jego stadium. Najczesciej

P r%sat:é: e nowotwor prostaty wykrywany jest zaawansowanym
stadium choroby, gdy obecne s3 juz przerzuty do
T innych narzadow. Nie bez znaczenia jest opor

mezczyzn przed badaniem per rectum i niska
swiadomosc¢ zagrozenia tym nowotworem.



Metabolomika

zastosowania w chorobach Dobrze udokumentowanym przyktadem substancji

onkologicznych

" Prostate
Cancer

markerowej raka prostaty jest sarkozyna. Jest to
aminokwas, N-metylowa pochodna glicyny, powstajaca
w reakcji katalizowanej przez N-metyloglicyno-
transferaze. Aminokwas ten jest wykrywany przy
uzyciu chromatografii gazowej ze spektroskopig mas
(GC-MS). Stezenie tego aminokwasu w moczu
nieznacznie wzrasta w tagodnym przeroscie tkanki
gruczotu krokowego, w raku prostaty jest wyraznie
podwyzszone, a przy obecnosci przerzutow jest
bardzo wysokie. Takze stezenie enzymu N-
metyloglicyno-transferazy zauwazalnie wzrasta w
chorobie nowotworowe;j.



Metabolomika

zastosowania w chorobach
onkologicznych

Prostate
Cancer

\\V

Dobrze udokumentowanym przyktadem substancji
markerowej raka prostaty jest sarkozyna. Jest to
aminokwas, N-metylowa pochodna glicyny, powstajaca
w reakcji katalizowanej przez N-metyloglicyno-
transferaze. Aminokwas ten jest wykrywany przy
uzyciu chromatografii gazowej ze spektroskopia mas
(GC-MS). Stezenie tego aminokwasu w moczu
nieznacznie wzrasta w fagodnym przeroscie tkanki
gruczotu krokowego, w raku prostaty jest wyraznie
podwyzszone, a przy obecnosci przerzutow jest bardzo
wysokie. Takze stezenie enzymu N-metyloglicyno-
transferazy  zauwazalnie wzrasta w  chorobie
nowotworowe] Stezenie sarkozyny mozna oceniac
rowniez we krwi, wydzielinie gruczotu krokowego, w
nasieniu, a w przypadku przerzutow rowniez w
materiatach z biopsji, np. w tkankach kostnych



Metabolomika

zastosowania w chorobach
onkologicznych

S
| Prostate
Cancer

i

Do analizy metabolomicznej w raku prostaty
wykorzystuje sie chromatografie gazowg ze
spektroskopia mas (GC-MS) oraz
wysokorozdzielczy jadrowy rezonans
magnetyczny z wirowaniem pod magicznym
katem (HR-MAS NMR). Oprécz sarkozyny
innymi  wykrywanymi substancjami sa:
cytrynian, cholina, spermina, aminokwasy i
ich pochodne.



Metabolomika

zastosowania w chorobach
onkologicznych

Narastajgcym problemem w onkologii jest
zwiekszajgca sie  zapadalnos¢ i podina
rozpoznawalnosc raka jajnika u kobiet.
Nabtonkowy rak jajnika (ovarian epithelial
cancer, EOC) jest najczestszym oraz najbardziej
ztosliwym nowotworem jajnikdow i stanowi
gtowng przyczyne zgonow wsrod nowotworow
ginekologicznych

OVARIAN CANCER:

- KNOWTHE SIGNS

€) Vaginal bleeding
(especially after
menopause) or vaginal
discharge that is not
normal for you

€) Pelvic pain/pressure
€) Abdominal/back pain
€) Bloating

€ Feeling full too quickly,
or difficulty eating

€ Change in bathroom
habits, such as more
frequent or urgent
need to urinate and/or
constipation

L DEPARTMENT OF HEALTH



Metabolomika

zastosowania w chorobach
onkologicznych

Wykryto  metabolity pozwalajgce na
odroznienie EOC od BOT. Nalezg do nich
cystationina i kwas n-acetyloneuraminowy.
Wykazano ponadto roznice w stezeniu n-
acetylocytydyny i kwasu bursztynowego u
pacjentek z EOC bedacych przed operacjg i
po operacji, a takze stwierdzono, ze stezenia

S-retikuliny, pseudourydyny oraz
nikotynamidu monoklueotydowego
korelowaty 4 etapami rozwoju

nabtonkowego raka jajnika.

W moczu pacjentek zaréwno z BOT, jak i z
EOC  wykryto podwyzszone stezenie
metabolitow puryn i pirymidyn: N4-
acetylocytydyny, pseudourydyny oraz 3-
mocznikorybonukleozydow.

W grupie pacjentek z BOT i z EOC wykazano
takze nizsze stezenia metabolitow L-
histydyny oraz N-acetyloglutaminy w
porownaniu do grupy kontrolne;.



Metabolomika

zastosowania w chorobach
onkologicznych

Denkert i wsp. opisali 51 metabolitow o réznych stezeniach w guzach o ztosliwosci
granicznej i w rakach jajnika przy uzyciu bezkontaminacyjnego systemu wstrzykiwania,
gazowej chromatografii potgczonej ze spektrometrig i analizatorem czasu przelotu (gas
chromatography — time of flight mass spectrometry, GC-TOF MS). W badaniach tych
roznice stezen czterech zwigzkdw chemicznych: cysteiny, kreatyny, fenyloalaniny oraz
B-alaniny miaty wysoki poziom istotnosci statystycznej i te cztery zwigzki mogg byc
uznane za potencjalne biomarkery stopnia inwazyjnosci raka jajnika. Badanie potwierdzito,
ze GC-TOF MS jest odpowiednig technika do analizy swiezych tkanek z guzow jajnikow i
moze byC pomocne zarodwno przy monitorowaniu zmian biochemicznych, jak i w
diagnostyce.



Metabolomika

zastosowania w chorobach
onkologicznych

W badaniach

metabolomiki raka okreznicy Jimenez i wsp. przy zastosowaniu wysokorozdzielczego
jadrowego rezonansu magnetycznego zwirowaniem pod ,magicznym” katem (HR-MAS
NMR) wykazali w nowotworowo zmienionych fragmentach jelita grubego w porownaniu
do zdrowych tkanek nizsze stezenia lipidow, w tym triglicerydéw, oraz podwyzszone
stezenia izoglutaminy, choliny, fosfocholiny, tauryny, tyrozyny i fenyloalaniny. Wyzsze
stezenie choliny i jej pochodnych ma zwigzek z towarzyszagcg nowotworom przyspieszong
regeneracjg bton komoérkowych, w ktorych sktad te zwigzki wchodza.



Metabolomika

zastosowania w chorobach
onkologicznych

Manna i wsp. w badaniach z zastosowaniem spektrometrii mas poréwnywali metabolity moczu i
tkanek dzikiego szczepu myszy typu C57BL/6J oraz ApcMin/+ oraz ludzi z nowotworami jelita
grubego i zdrowych. U myszy we wczesnym stadium proliferacji komoérek nowotworowych
znaleziono 13 biomarkerow zwigzanych z metabolizmem poliamin, metabolizmem kwaséw
nukleinowych oraz procesami metylacji. W moczu pobranym od pacjentéw z nowotworami jelita
grubego wykazano 12 biomarkerow powigzanych z tymi samymi szlakami metabolicznymi co u
myszy. W moczu zarowno ludzi, jak i myszy ze zmianami nowotworowymi zaobserwowano
znacznie wyzsze stezenia proliny, treoniny, kwasu glutaminowego, argininy, N1--
acetylospermidyny, ksantyny, uracylu, betainy, symetrycznej dimetyloargininy oraz
niesymetrycznej dimetyloargininy w poréwnaniu do stezenia tych zwigzkdw w moczu ludzi
zdrowych.



Metabolomika

zastosowania w chorobach
onkologicznych

Leichtle et al. wykazat z zastosowaniem elektrorozpylajgcej tandemowej spektrometrii mas
znaczgce roznice stezen 11 aminokwasow w surowicy krwi miedzy grupa chorych na nowotwory
jelita grubego a grupag kontrolng. Szczegolnie wysoka korelacje stwierdzono miedzy stezeniem
glicyny a stadium choroby. Glicyna jest waznym metabolitem kwasu foliowego, ktorego
wytwarzanie jest zaburzone przy nowotworach jelita grubego. Takze stezenia tyroksyny
wykazywaty znaczace roznice miedzy osobami z nowotworem a grupg kontrolng. Wykrywanie
zmian stezenia glicyny i tyroksyny w surowicy moze byc przydatnym wczesnym biomarkerem raka
okreznicy. Wykorzystujgc gazowg chromatografie potgczong ze spektrometria mas i analizatorem
czasu przelotu (GC-TOF MS), Denkert i wsp. obserwowali u pacjentow z nowotworami jelita
grubego obnizenie stezenia zwigzkdw posrednich cyklu kwasow trikarboksylowych (TCA cycle), a
podwyzszone stezenia metabolitow cyklu mocznikowego, puryn, pirymidyn oraz aminokwasow.



Metabolomika

zastosowania w chorobach
onkologicznych

Ostra biataczka szpikowa (AML)

W badaniu HNMR stwierdzono istotne
roznice w aktywnosci szlakow glikolizy i
glikoneogenezy W cyklu kwasow
trikarboksylowych, biosyntezie W
metabolizmie lipoprotein i kwasow
ttuszczowych. Znaczne zmiany dotyczyty
metabolizmu choliny (skfadnika bfon
komodrkowych), ktérej niskie stezenie

Bone marrow
produces white biood cells,
red blood cells, plateiets

"
Normal Acute Myeloid
Leukemia (AML)

u pacjentow z AML moze byc¢ skutkiem nadmiernej
proliferacji komodrek. Nalezy podkreslic, ze wykryte
Zmiany dobrze korelowaty 4 grupami
cytogenetycznymi prognozowania ryzyka
przebiegu AML



Metabolomika dostarczyta argumentow do nowego podejscia do
patologii cukrzycy i umozliwita wczesne wykrywanie zmian

MEtabOIOmlka biochemicznych zwigzanych z zagrozeniem cukrzycg typu 2.
ZaStOSOWaniaWChorobach Znaczgcymi markerami predykcyjnymi cukrzycy okazaty sie
anologicznych aminokwasy aromatyczne oraz aminokwasy z rozgatezionymi

fancuchami, tj. izoleucyna, leucyna, walina, tyrozyna i
fenyloalanina

Cukrzyca typu 1 Cukrzyca typu 2
> ;“ | jnsulir Niektore czynniki ryzyka :
e % Przyczyny mee 53 znane, ale
wiadomo, 28 choroba wystepuje, . wiek *  niepravdiowe
kiedy ukiad odpomodciowy . mw 2 :kywum'
‘ aatokuje komérki w e *  aktywnold fizyeana
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Wiekszos¢ obecnie dostepnych testow
diagnostycznych opiera sie na badaniu
dobrze znanych pojedynczych markerow
choréb, nie zawsze jednak s3 one
wystarczajgco wrazliwe i specyficzne dla
danej jednostki chorobowej. Z pomoca
przychodzi metabolomika, ktora umozliwia
wykrycie specyficznych markeréow
wystepujacych juz we wczesnej fazie
choroby, a takze daje obraz zmian wielu
parametrow  metabolizmu -  profilu
metabolicznego danej choroby. Przyczynia
sie to do wczesnego diagnozowania,
lepszego monitorowania i prognozowania
wielu schorzen, w  tym rowniez
nowotworow
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CEL BADAN

Obecnie stosowane metody analizy uktadéw biologicznych
obrazowania sg bardzo czesto ograniczone ze wzgledu na
niedostateczng czutos¢, swoistosc, a takze rozdzielczosé
przestrzenng, czasowg oraz spektralng.
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IDENTYFIKACJA ZMIAN NOWOTWOROWYCH ROZNYCH NARZADOW
CZLOWIEKA: MOZGU, PIERSI, PRZEWODU POKARMOWEGO,
ORANOW GLOWY-SZYI.
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Przeprogramowanie metaboliczne lipidow w komodrkach
nowotworowych

Przez wiele lat fenotyp lipidow byt ignorowany przez srodowisko

naukowe, ktore skupiato sie niemal wytgcznie na biosyntezie
biatek i profilu proteomu, czyli kompletnego zestawu biatek
danego organizmu (z ang. protein complement of the genome),
kodowanych przez genom.
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'Laboratory of Laser Molecular Spectroscopy, Institute of Applied Radiation Chemistry, Technical University of Lodz,
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microspectroscopy
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Przypisanie pasma Amidu | do réznych postaci struktury drugorzedowej biatek

Goormaghtigh, E., Cabiaux, V. & Ruysschaert, J.-M.
Subcell. Biochem.

Struktura Potozenie Zakres [1/cm]
drugorzedowa maximum
[1/cm]
a-helisa 1654 1648-1657
B-kartka 1633 1623-1641 _
B-kartka 1684 1674-1695 2 15
£
petle 1672 1662-1686 g 1.
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na g 2 06-
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Spectrochimica Acta Part A: Molecular and Biomolecular Spectroscopy 188 (2018) 8-19
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The biochemical, nanomechanical and chemometric signatures of @cmm
brain cancer
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Novel strategies of Raman imaging for brain tumor research
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Figure 10. Schematic representation of the Raman intensity ratios, ly243/11263, liss6/lg29. l1586/11004 and
l1586/11638, for the analysed breast (A), small intestine (B), brain samples (C), NHA and U87-MG cell lines
(D). The one-way ANOVA using the Tukey test was used to calculate the value significance, star * denotes
that the differences are statistically significant, p Values < (.05 were accepted as statistically significant.
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The role of lipid droplets and adipocytes in cancer.
Raman imaging of cell cultures: MCF10A, MCF7,
and MDA-MB-231 compared to adipocytes in
cancerous human breast tissue

Halina Abramczyk.* Jakub Surmacki.* Monika Kopec.* Alcja Klaudia Olejrik.*
Katarzyna Lubecka-Pietruszewska® and Krystyna Fablanowska-Majewska'



Spektroskopia i obrazowania Ramana w analizie chemicznej uktadow biologicznych

Obrazowanie Ramana linii komorkowych ludzkiego
gruczotu piersiowego

1.819E5 CCD cts

392.2 a.u. 1322 a.u.

0 CCD cts

Oawu. 0a.u.

Lipid droplets Proteins/DNA

(2820-2870 1/cm) (2900-2980 1/cm) Fluorescence of Red Qil O

Q o
OF CHEMISTRY
Analyst

PAPER it (i

@gf(,;sturk The role of lipid droplets and adipocytes in cancer.

Raman imaging of cell cultures: MCF10A, MCF7,
and MDA-MB-231 compared to adipocytes in
cancerous human breast tissue
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Obrazowanie Ramana linii komorkowych ludzkiego mozgu

Sum [2840 a.u. -> 2900
a.u.]
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SERS - Surfes Enhanced Raman Spectroscopy

SERS

Rozpraszanie Ramana
X106-10%4

nanoczastki
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ABLACJA LASEROWA
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SERS - Surfes Enhanced Raman Spectroscopy

Czasteczki zaadsorbowane na chropowatych powierzchniach niektérych
metali (Ag, Au, Cu) dajg bardzo intensywny sygnat ramanowski.

Wzmochnienie rozpraszania ramanowskiego w stosunku do zwykiych
warunkow rejestracji widma jest rzedu 10° lub wieksze.

1974- Pierwsza wzmianka o0 zaskakujgco silnym rozproszeniu
ramanowskim: Fleischmann et al. - rejestracja widm ramanowskich
pirydyny zaadsorbowanej na elektrodzie srebrowej poddanej uprzednio
kilkukrotnemu cyklowi utlenianie-redukcja

1977 - Jeanmaire & Van Duyne oraz Albrecht & Creighton wykazuja, ze
obserwowane w tych warunkach silne wzmocnienia sygnatu
ramanowskiego nie da sie wyjasni¢ zwiekszong powierzchnig adsorpcyjna

metalu.
SERS

Rozpraszanie Ramana
¥10°-10%

analit

nanoczgstki
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SERS - Surfes Enhanced Raman Spectroscopy

Obecnie przyjmuje sie, ze obserwowane wzmocnienie sygnatu jest
wypadkowg dwoch mechanizmow: wzmocnienia chemicznego oraz
wzmochnienia pola elektromagnetycznego.

f E\'EC

E(r)
) LUMO &
Ep

(a)

. HOMO

metal adsorbat
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SERS - Surfes Enhanced Raman Spectroscopy

SERS

Rozpraszanie Ramana
X106-104

nanocz3stki

wavelength [nm)

NaBH,+8AgNO, + 4H,0 = Na[B(OH),] + 8Ag + 8HNO;

cytrynian sodu
bromek potasu
nadtlenek wodoru
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SERS - Surfes Enhanced Raman Spectroscopy

SH
Rozpraszanie Ramana oS0
X106-10% — Sl AgNO,
A .
a5~ s / \ - }\]IH,,U}II 1
g ! { yléne glyco!
OMe H __\/\’E.r:} - .\; NN
- nanoczastki ‘\ i' Reduction
podtoze
Silica O
: e Ag-embedded silica
(180-210 nm) g
Sample Details
Sample Name: seria_5_SiO2-MPTS_PO-MYCIU 3
SOP Name: mansettings.nano HS OM&A
General Notes: sera_5_SiO2-MPTS_PO-MYCIU_23.00.2013 # MeO—2i" &
File Name: seria_5_SiO2-MPTS_P.. Dispersant Name: etanol Ram an I ab C]
Record Number: 5 Dispersant RI: 1,350
Material RI: 1.33 Viscosity (cP): 1,0780 HS
Material Absorbtion: 0.17 Measurement Date and Time: 22 wrzednia 2013 13:56:15
Y
System 2 Suspended Particles
Temperature (*C): 25.0 Duration Used (s): 80
Count Rate (kcps): 4414 Measurement Position (mm): 045
Cell Description: Disposable sizng cuvette Attenuator: 4 Reflected Laser
Results MeO OMe
Diam.(nm)  %lIntensity Width (nm) Men-5 sy H :‘\/\,Ec‘;«;-m
Z-Average (d.nm): 3844 Peak 1: 2023 946 40.90 (_‘,‘Me Oie
Pdi: 0.384 Peak 2: 28368 54 3038 Laser
Intercept: 0918 Peak 3: 0,000 0.0 0,000
Result quality Goo Detector

S2e Distribution by intensy

o1

Size (@.nm)

Recorg 3: 5813
Record 5: sena

5 _S

102-MPTS_PO-MYCIU 1 -

S Recors 4. sena_S_SI02-MPTS_PO-MYCIU 2]
S SI02-MPTS PO-MYCIU 3 LS =

Scattered Light from Particles

Controlled Reference is developed at the
interface of the probe tip and fluid

http://www.microtrac.com
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SERS - Surfes Enhanced Raman Spectroscopy

(]
LEOPOLD 25.0kV 14.7mm x30.0k SE(M) 11/19/15 1.00um

M) 11/19/15 1.00um
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SERS Surfes Enhanced Raman Spectroscopy
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Obrazowanie Ramana ludzkich linii komorkowych SERS

Raman intensity

Raman intensity
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Widma Ramana soli czterosodowej tetrasulfonowanej
ftalocyjaniny miedzi
w roztworze wodnym i krwi ludzkiej
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Raman spectroscopy of phthalocyanines and their sulfonated derivatives
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Technical University of Lods, Institute of Applied Radiaion Chemistry Laboratory of Malecular Laser Spectroscopy, Wroblewskiego 15 street, 93-590 Lody
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Mechanizm fotochemiczny oddziatywania promieniowania laserowego
wykorzystuje sie do biostymulacji i w metodzie fotodynamicznej. Metoda
terapii fotodynamicznej (PDT) polega na selektywnym utlenianiu
materiatu biologicznego tkanki nowotworowej przez tlen singletowy lub
formy rodnikowe. Pozwala, najogolniej méwiagc, na wybidorcze niszczenie
tkanek nowotworowych, chronigc jednoczesnie tkanki zdrowe. Metoda ta
jest stosowana w leczeniu nowotwordw skory, drog moczowo -
ptciowych, ptuc, przetyku, jezyka, gardta, jelit, pecherza moczowego.

)y ROS —> Cell &tissue death
: (PDT)
Light
& Time PS
j\& delay
—_— —( [
PS Non-specific PS localizaion Light
administration PS distribution in target tissue Activation
(idealized)
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Obrazowanie Ramana tkanek ludzkiego gruczofu
piersiowego zawierajqcych ftalocyjaniny

2900 CCD cis 2900 GCD s
JCCDete (™ 2CCDete

28I88
2854 . 2926
gL' L i 2040
= .
; .80x10°
= 0
€ 6.60x10°
)
C 0
-= 4.40x10°
c
©
& 2.20x10°
©
x

2600 2800 " 3000 3200
wavenumber [cm™

ki C:

PAPER gl

@9}'_“\'_{{‘ Oncologic photodynamic diagnosis and therapy:

confocal Raman/fluorescence imaging of metal
phthalocyanines in human breast cancer tissue in
vitro

Cite this: Ay, 2014, 139, 5547

Halina Abramczyk,** Beata Brozek-Pluska,” Jakub Surmacki,* Jacek Musial®
and Radzistaw Kordek®”
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Obrazowanie Ramana tkanek ludzkiego gruczofu
piersiowego zawierajqcych porfiryny

a) hematoporphyrin
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B. Brozek-Pluska, M.Kopec u————
Raman microspectroscopy of Hematoporphyrins. Imaging of the noncancerous and

the cancerous human breast tissues with photosensitizers.

Spectrochimica Acta Part A, 2016 submmited
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Obrazowanie Ramana
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Obrazowanie Ramana

Fig. 1. Raman spectroscopy system for intraoperative detection (A) Photograph of the hand-
held contact probe. with the attached neuronavigation tracking unit. (B) Illustration of the
probe being used intraoperatively. with the neuronavigation system showing the location of the
tip of the probe (cross hairs) on the preoperative MR images.
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Obrazowanie Ramana
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AFM
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SNOM- scanning optical near field microscopy
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farmaceutykow
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WNIOSKI

Zaprezentowane wyniki potwierdzity, ze spektroskopia i obrazowanie Ramana
jest metoda przydatna do:

Sledzenia morfologii, biochemii oraz fotochemii wycinkéw ludzkiego gruczotu
piersiowego oraz linii komorkowych

wyznaczenia granicy marginesu bezpieczenstwa
* diagnostyki we wczesnych stadiach nowotworéw
* wykorzystania w diagnostyce klinicznej

* dostarczenia informacji biochemicznej

e sledzenia dystrybucji roznych substancji w wycinkach ludzkiego gruczotu
piersiowego oraz liniach komoérkowych.



