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Celem pracy doktorskiej byto przyblizenie pewnych cech budowy i funkcji wybranych
elementow morfotycznych krwi ludzkiej poprzez analiz¢ ich widm oscylacyjnych. Pozwolito
to na rozpoznanie mozliwo$ci spektroskopii oscylacyjnej w identyfikacji stanow ludzkiego
organizmu okres$lanych jako zdrowie i choroba. Zatozeniem pracy doktorskiej byto rowniez
okreslenie markerow wybranych stanéw chorobowych, glownie przy uzyciu techniki
mikrospektroskopii ramanowskiej, rozwazajac istnienie korelacji pomigdzy zmianami
molekularnymi w wybranych komoérkach krwi a przyczynami chorobowymi, jak roéwniez
mozliwos¢ detekcji tych zmian.

Stosunkowo tatwe przygotowanie probki oraz krotki czas pomiaru, technikg
spektroskopii ramanowskiej oraz spektroskopii ostabionego catkowitego odbicia w
podczerwieni (ATR-FTIR), pozwolity zbada¢ dynamik¢ wybranych komorek krwi poprzez
charakterystyke ich stanu biochemicznego. Innym atutem tych metod byl fakt, ze do
przeprowadzenia pomiaru wystarczyta niewielka ilo$¢ probki (1-5 ul).

Szczegotowy plan badan przedstawial si¢ nastepujaco:

1. Badanie procesu starzenia erytrocytow.

2. Analiza weczesnej fazy wewnatrzerytrocytarnego cyklu zyciowego zarodzca

malarycznego P. falciparum - stadium pierscienia.



3. Obserwacja spektroskopowa i analiza hodowli patologicznych erytrocytow.
zakazonych P. falciparum i efektu dziatania antymalarycznego leku chlorochiny
(CQ).

4. Analiza patologicznych zmian w erytrocytach podczas infekcji wywotanej bakterig
Clostridium difficile.

5. Badanie procesu aktywacji limfocytow podczas infekcji wirusowe;j.

6. Badanie ekspresji mieloperoksydazy (MPQO) w patologicznych neutrofilach
ludzkich.

Ad. 1 Badanie procesu starzenia erytrocytow

Rozpad erytrocytéw jest naturalng konsekwencja ich starzenia si¢. Pod wplywem
starzenia, zmniejsza si¢ plynno$¢ lipidow 1 ruchliwo$¢ biatek integralnych blony
erytrocytarnej (1, 2). Cechg charakterystyczng procesu starzenia si¢ krwinek czerwonych jest
inaktywacja enzymow 1 zmiany strukturalne wigkszos$ci biatek.

Do analizy widm przedstawiajgcych zmiany zachodzace podczas procesu starzenia si¢
erytrocytow uzyto Uogoélnionej analizy korelacyjnej 2D, metody opracowanej przez Prof.
Nod¢ (3-6). Analiza znaczacych synchronicznych i asynchronicznych pikow pozwolita na
obserwacje¢ procesu rozpadu hemoglobiny. Czas byt zaburzeniem oddziatujacym na badane
erytrocyty, sktadowe tego uktadu zachowywaly si¢ w rozny sposéb pod jego wptywem.
Asynchroniczne piki na wykresie dwuwymiarowym 2D wskazywaty na postepujaca separacje
globin od hemu w procesie starzenia, podczas gdy synchroniczne piki wskazywaty na rozpad
globin na poszczegdlne aminokwasy.

Widma Ramana zostaty uzyskane takze do analizy dezintegracji wyizolowanych cieni
erytrocytarnych, w tym wypadku zaburzenie stanowita moc uzytego lasera. Dwuwymiarowe
mapy Kkorelacyjne dla ludzkich cieni erytrocytarnych przedstawity gtéwnie zmiany
zachodzace w strukturach biatkowych, co wskazuje na inicjacj¢ procesu fragmentacji
membrany. Wniosek ten zostal wyciagnigty z analizy niektorych asynchronicznych pikow,
ktore mozna korelowac z antygenami starzejacych si¢ komorek (SCA, ang. Senescent-Cell
Antigen), pasmami wyrozniajacymi konformacje biatek i ich zmiany, jak rowniez pasmami

charakteryzujacymi hem.



Ad. 2 Analiza wczesnej fazy wewnatrzerytrocytarnego cyklu zyciowego zarodzca

malarycznego P. falciparum - stadium pierscienia.

Badania wykazaty, ze podczas fazy wewnatrzerytrocytarnej cyklu zyciowego
zarodziec malarii degraduje az 75 % hemoglobiny (6). Podczas proteolizy hemoglobiny
uwalniany zostaje wolny hem, ktory jest toksyczny dla pasozytow. W celu ochrony przed
toksycznym dziataniem hemu, pasozyty malarii wytworzyly mechanizm jego detoksykacji,
polegajacy na tworzeniu hemozoiny (7). Widmo ramanowskie hemozoiny jest bardzo

podobne do widma hemoglobiny, ze wzgledu na obecno$¢ grup hemowych.

Krew zostala pobrana pierwszego dnia hospitalizacji od pacjentow leczonych w
Szpitalu Uniwersyteckim w Krakowie, u ktérych w badaniach parazytologicznych
zaobserwowano obecno$¢ pierscieni P. falciparum. Analizowano zmiany zachodzace w
erytrocytach, pozycje i stosunki intensywnosci pasm ramanowskich w czterech zakresach
spektralnych: najbardziej wrazliwymi na zmiany konformacji fancuchéw weglowodorowych
zakresami 1150-1000 cm™ i 3000-2850 cm™; regionie drgan rozciagajacych pierécieni
pirolowych i drgan deformacyjnych CH,/CHs, 1500-1200 cm™; oraz zakresie markerowym
pierécienia porfirynowego 1700-1500 cm™ (na Rys. 1 znajduje si¢ przyktad rozktadu widma

ramanowskiego na pasma sktadowe).
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Rysunek 1: Widma ramanowskie pojedynczych erytrocytow dla (A) zdrowego ochotnika i (B-
D) pacjentéw zarazonych zarodzcem P. falciparum w zakresie spektralnym 1700-1500 cm™;
linia wzbudzenia 785 nm.

Modyfikacje krwinek przejawiajg si¢ poprzez znaczny spadek plynnosci btony
erytrocytarnej odzwierciedlony przez spadek stosunku intensywnosci pasm ly1zo/ lig7s: z 1.65
+ 0.20 dla zdrowych do 0.80 + 0.20 dla chorych. Wzrost stosunku intensywnosci pasm
l2930/l2g50: Z 6.50 + 0.20 dla zdrowych do 12.20 + 0.20 dla chorych jako ilosciowa miara
zmian zachodzacych w strukturach lipidow, wskazuje na postepujace nieuporzadkowanie
btony komodrkowej. Zmiany te sa najlepiej widoczne podczas okresu dojrzewania pasozyta ze
stadium niedojrzatej formy pierscienia do stadium dojrzatego trofozoita. Dodatkowo struktura
hemu okreslona przy pomocy markera stanu utlenowania v, ujawnita informacje o strukturze
hemoglobiny w erytrocytach zainfekowanych przez P.falciparum. Wykazano, ze juz
w pierwszych godzinach po zakazeniu krwinek czerwonych przez pasozyta, przewaza stan
deoksyhemoglobiny z zelazem znajdujacym si¢ na +3 stopniu utlenienia. Analiza struktury
drugorzedowej biatek i zmian zawarto$ci poszczegolnych konformacji w procesie rozwoju
choroby, wskazata na wzrost ilosci struktury kilgbka statystycznego, jako konsekwencje
degradacji hemoglobiny i zaburzen postgpujacych w strukturze biatek btonowych. Proces
formowania hemozoiny jest opisywany poprzez zmiany intensywnoS$ci pasma Vi3
odpowiadajacego drganiom &(CnH) hemu przy ok. 1220 cm™ oraz pasm zwiazanych
z drganiami tetrameru porfiryny va; i vi1, odpowiednio przy ok. 1580 cm™ i1540 cm™,
zwigzanych z deoksyHb, ktore dla zainfekowanych komoérek przyjmuja wigksze

intensywnosci.

Ad. 3 Obserwacja spektroskopowa i analiza hodowli patologicznych erytrocytow.

zakazonych P. falciparum i efektu dziatania antymalarycznego leku chlorochiny

(CQ).

Zmiany w intensywnos$ciach pasm oscylacyjnych, be¢dace nastepstwem dodania
chlorochiny (CQ) do hodowli erytrocytow zainfekowanych przez P. falciparum, wskazujg na
istotne zmiany w erytrocytach zachodzace pod wptywem leku. Analiz¢ zmian kontrolowano
metodami spektroskopii oscylacyjnej: ATR-FTIR i spektroskopii ramanowskiej, ktore

dostarczyty komplementarnych informacji. Pasma wystepujace w widmach ATR-FTIR



pozwolily zanalizowa¢ zmiany w biatkach, lipidach, kwasach nukleinowych i cukrach,
podczas gdy mikrospektroskopia ramanowska uzupehlita informacje na temat stanu

utlenowania hemoglobiny w odpowiedzi na podanie CQ.

Procedury identyfikacji zebranych widm za pomocg analizy skupien metodg k-
srednich (KCA) 1 analizy gléwnych sktadowych (Principal Component Analysis, PCA)
pozwolity na rozréznienie zainfekowanych erytrocytoéw w hodowli: bez leku oraz po dodaniu
do nich CQ. Wykresy wspotrzednych czynnikowych dla obserwacji (ang. scores plot)
wykazaty wyrazng separacj¢ wynikéw opartg na roznicach w ilosci utlenowanej hemoglobiny

pomigdzy klastrami (Rys. 2).
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Rysunek 2: Analiza gldéwnych sktadowych dla sktadowej pierwszej wzgledem drugiej PC-1
vs. PC-2 zastosowana dla widm ramanowskich (wzbudzenie linig 532 nm) zainfekowanych
erytrocytow po dodaniu CQ (PIf+CQ; niebieskie punkty) 1 grupy kontrolnej bez dodania leku
(PIf, czerwone punkty); zakres (1) 1400-1300 cm™ (I1) 1640-1520 cm™; (A) mapa obicktow
W przestrzeni dwoch pierwszych sktadowych (wykres obserwacji) (B) odpowiadajacy wykres
wspotrzednej pierwszej PC-1 (wykres zmiennej) 1 (C) 3D mapa obiektéw dla sktadowych PC-
1vs. PC-2 vs. PC-3.

Wyniki otrzymane dzieki technice ATR-FTIR wskazaly wzrost intensywnos$ci pasm
odpowiadajacych drganiom rozciagajacym CH w zakresie 3100-2800 cm™ dla erytrocytow
zainfekowanych przez P. falciparum po dodaniu CQ przy jednoczesnym wzroScie
intensywnosci pasm pochodzacych od lipidow. Dodanie leku spowodowato rowniez zmiany

w strukturze drugorzgdowej bialek.



Ad. 4 Analiza patologicznych zmian w erytrocytach podczas infekcji wywotanej

bakterig Clostridium difficile.

Rys. 3 przedstawia widma ramanowskie pojedynczych erytrocytow pochodzace od
pacjentow hospitalizowanych z powodu zakazenia bakterig Clostridium difficile (C. diff.)

pierwszego i siddmego dnia leczenia, w poréwnaniu z widmami zdrowych erytrocytow.
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Rysunek 3: Widma ramanowskie pojedynczych erytrocytow dla pacjentow hospitalizowanych
z powodu zakazenia C. diff. w pierwszym (A) i siodmym dniu ich leczenia (B); widmo
ramanowskie zdrowego erytrocytu (C); zakres spektralny 1750-150 cm™; linia wzbudzenia
785 nm.

Wyniki przedstawione na wykresach wspotrzednych czynnikowych dla obserwacji
przedstawiaja wyrazne rozdzielenie danych pomiedzy pierwszym i siddmym dniem

hospitalizacji.

Struktura hemu w przebiegu od ostrego stanu zakazenia bakterig C. diff. w pierwszym
dniu hospitalizacji (przewaga stanu deoksyhemoglobiny), do siédmego dnia wskazuje, ze
komorki powracajace do stanu zdrowia zawieraja zwickszony poziom stanu utlenowanej

hemoglobiny.



Efektem dzialania toksyn jest zniesienie ograniczen sterycznych bialek
w erytrocytach. W zwigzku z tym w widmach ramanowskich zaobserwowano wyrazne
wzmocnienie symetrycznych drgan pulsacyjnych pierscieni pirolowych hemu, catego

makrocyklu hemu i wszystkich reszt aminokwasowych.

Ad. 5 Badanie procesu aktywacji limfocytow podczas infekcji wirusowe;.

Strukturalne zmiany biochemiczne w ludzkich limfocytach zostaty zaobserwowane
podczas infekcji wirusowej (grypa). Obecnos$¢ i koncentracja immunoglobulin pozwolita
»oznaczac¢" spektroskopowo zaktywowane komorki limfocytow. Aktywowana forma jest
rozpoznawana za pomocg obecnosci pasma charakteryzujacego drgania mostkow

disiarczkowych S-S w immunoglobulinach w potozeniu 521 cm™ (Rys. 4 B).

Przesunigcie w kierunku wyzszych liczb falowych, szerokiego pasma S-S przy 510
cm™ dla referencyjnego roztworu ludzkiej immunoglobuliny do pasma w potozeniu 521 cm™
dla aktywowanych ludzkich limfocytow B, wskazato na wybor optymalnej geometrii
mostkow disiarczkowych w obecnosci obcych antygenow. Przeciwciata (immunoglobuliny)
produkowane przez plazmocyty, zwigzaly si¢ z antygenami i zapoczatkowaty proces ich

neutralizacji.
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Rysunek 4: Mikrofotografia pojedynczego, nieaktywowanego limfocytu (A) i limfocytu w
stanie aktywacji (B) przy 100-krotnie powiekszajacym obiektywnie wraz z jego widmem
ramanowskim w zakresie spektralnym 1750-150 cm™ przy linii wzbudzenia 785 nm.

Wyrazne pasmo W pozycji 521 cm™ dla pojedynczych limfocytow okreslilo, ze
wigzania disiarczkowe znalazly si¢ w podobnej geometrii dla aktywowanych komorek.
Formowanie immunoglobulin i ich agregacja wystapity podczas aktywacji komorek B, co

wywotato znaczacy wzrost intensywnos$ci pasma markerowego przy 521 cm™.

Réznice w intensywnos$ciach pozostatych pasm byly efektem réznego sktadu biatek
w obydwu badanych stanach. Aktywacja limfocytow B spowodowata zmiang sktadu
wewnatrzkomorkowej cytoplazmy, co szczegdlnie wyraznie przedstawita dystrybucja

tyrozyny (850 cm™).

Ad. 6 Badanie ekspresji mieloperoksydazy (MPO) w patologicznych neutrofilach
ludzkich.

Mikrospektroskopia ramanowska skutecznie monitoruje stan aktywacji neutrofili
podczas infekcji bakteryjnej, na przykladzie posocznicy. Posocznica charakteryzuje sie
wystepowaniem stanu zapalnego w calym organizmie, przy czym kluczowa role w procesie
niszczenia bakterii ogrywaja neutrofile. Sprawdzono, ze spektroskopia Ramana
monitorowata obecno$¢ enzymu mieloperoksydazy (MPO) na poziomie pojedynczej komorki,
poprzez silny sygnal ramanowski barwnika hemowego, sktadnika enzymu. MPO zostal

potraktowany jako marker stanu infekcji bakteryjnej (Rys. 5).
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Rysunek 5: Mikrofotografia fragmentu cienkiego rozmazu krwi zawierajgcego neutrofil
pochodzacy od (A) zdrowego ochotnika (pkt 3-obecnos¢ MPO) oraz (B) pacjenta septycznego
(pkty 1- 3-obecnos¢ MPO) (obiektyw x100); widma ramanowskie zaznaczonych punktow
przedstawione w zakresie spektralnym 1900-200 cm™,

Najintensywniejsze obserwowane pasma wystepujace przy 1580 (v37(C,Crm)), 1463
v3(CoCrm)) i 1354 cm™ (v4(C4N)) zwiazane sa z drganiami szkieletu porfirynowego, typowymi
dla MPO i pojawity si¢ w punkcie 3 na Rys. 5A i we wszystkich punktach na Rys. 5B
neutrofili dla pacjentéw z syndromem sepsy. Poza tym komorki w stanie aktywowanym byty

wiegksze, a ich ksztalt stat si¢ charakterystyczny, wydtuzony lub nieregularny.

Podsumowanie

W widmach ramanowskich zawarte byty pelne informacje o badanym materiale
biologicznym pozwalajacym na jego potencjalne wykorzystanie w diagnostyce biomedycznej.
Stany chorobowe poczynajac od infekcji wirusowych, a konczac na powaznych chorobach
zakaznych jak malaria czy posocznica, bedacych odpowiedziami organizmu na cigzkie
zakazenia, odpowiednio pasozytnicze i bakteryjne - spowodowalty zmiany w komorkach krwi
i aktywacje ukladu immunologicznego. Nowatorskim etapem badan byto okreslenie

spektroskopowe aktywacji poszczegélnych krwinek i znalezienie pasm ramanowskich-



markeroéw tych stanow. Umozliwito to skorelowanie morfologii z biochemiczng i molekularng
struktura, dzicki tzw. spektroskopowemu barwieniu, a wigc w nowy, innowacyjny sposob.
Badania prowadzone do tej pory ograniczaty si¢ wylaczenie do charakterystyki sktadu
biochemicznego (8, 9) elementéw morfologicznych krwi, nie analizowaty ich zmian w czasie

choroby.
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