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1. Dane osobowe

1.1.Imi¢ i nazwisko

Jan Matysiak

1.2.Posiadane dyplomy i stopnie naukowe

2006 — dyplom magistra farmacji uzyskany na podstawie pracy pt. “Spektroskopowe
i chromatograficzne badania sktadu jadu pszczoty miodnej (Apis mellifera L.) w
zaleznosci od warunkoéw atmosferycznych. Wskazania do standaryzacji preparatu”,
promotor: prof. dr hab. Zenon J. Kokot, Katedra i Zaktad Chemii Nieorganicznej i
Analitycznej, Wydziat Farmaceutyczny, Akademia Medyczna im. Karola
Marcinkowskiego w Poznaniu. Praca zostata wyr6zniona w XLI Konkursie Prac
Magisterskich Wydziatu Farmaceutycznego AMiKM w Poznaniu. Studia ukonczone z
wyrdznieniem, medal Rektora Akademii Medycznej im. Karola Marcinkowskiego
W Poznaniu za zastugi w rozwdj studenckiego ruchu naukowego, aktywng prace
spoteczng 1 organizacyjng oraz bardzo dobre wyniki w nauce, wyrdznienie Zarzadu
Studenckiego Towarzystwa Naukowego.

Maj 2010 — stopien naukowy doktora nauk farmaceutycznych, specjalno$¢ naukowa
bioanaliza na podstawie rozprawy pt. ,,Bioanalityczne badania jadu pszczelego”,
promotor: prof. dr hab. Zenon J. Kokot, Katedra i Zaktad Chemii Nieorganicznej i
Analitycznej, Wydzial Farmaceutyczny, Uniwersytet Medyczny im. Karola
Marcinkowskiego w Poznaniu. Rozprawa doktorska zostata wyrézniona na wnioski
zlozone przez recenzentOw pracy.

1.3.Informacje o zatrudnieniu w jednostkach naukowych

Pazdziernik 2006 — wrzesieh 2010 — asystent w Katedrze 1 Zakladzie Chemii
Nieorganicznej i Analitycznej, Wydzialu Farmaceutycznego Uniwersytetu
Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu.

Pazdziernik 2010 — nadal — adiunkt w Katedrze i Zaktadzie Chemii Nieorganiczne;j i
Analitycznej, Wydziatu Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego im. Karola
Marcinkowskiego w Poznaniu.



2. Liczbowe zestawienie dorobku naukowego

Prace oryginalne:
— lacznie — 19 publikacji, w tym 17 z listy filadelfijskiej
— po uzyskaniu stopnia naukowego doktora — 14, w tym 12 z listy filadelfijskiej

Prace pogladowe
—tacznie — 5
— po uzyskaniu stopnia naukowego doktora — 4

Sumaryczny IF wszystkich prac: 40,514
Suma punktow MNISW: 539

Sumaryczny IF prac stanowiacych podstawe osiagniecia naukowego: 20,268
(2,5335 na jedng prace)

Suma punktéw MNiSW prac stanowiacych podstawe osiaggniecia naukowego: 235
(29,375 na jedng prace)

Sumaryczny IF prac przed uzyskaniem stopnia doktora: 4,421 (1,474 na jedna pracg)
Suma punktéw MNiSW prac przed uzyskaniem stopnia doktora: 89 (14,833 na jedng

prace)

Sumaryczny IF prac po uzyskaniu stopnia doktora: 36,093 (2,578 na jedna pracg)
Suma punktow MNiSW prac po uzyskaniu stopnia doktora: 450 (25 na jedng prace)

Catkowita liczba cytowan (wg bazy ISI Web of Science): 64 (19.01.2016)

Catkowita liczba cytowan z wylaczeniem autocytowan (wg bazy ISI Web of Science):
51 (19.01.2016)

Indeks Hirscha (wg ISI Web of Science): 5 (19.01.2016)

Catkowita liczba cytowan (wg bazy Scopus): 66 (19.01.2016)

Catkowita liczba cytowan z wytgczeniem autocytowan (wg bazy Scopus): 47
(19.01.2016)

Indeks Hirscha (wg bazy Scopus): 5 (19.01.2016)



3. Osiagniecia naukowe zgloszone do postepowania habilitacyjnego wynikajace z
art. 16 ust. 2 z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym
oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. nr 65, poz. 595 ze zm.)

Tematem wiodacym prezentowanego osiggnigcia naukowego byto: ,,Zastosowanie
strategii analityczno-bioinformatyczno-klinicznej w analizie jadu pszczelego jako
zlozonej matrycy pochodzenia naturalnego. Proteomiczno-metabolomiczne
badania odpowiedzi organizmu ludzkiego na uzadlenie”. Przedstawiony do oceny
w postepowaniu habilitacyjnym jest monotematyczny cykl publikacji sktadajacy si¢ z
8 prac naukowych opublikowanych w latach 2011-2016, o tacznym wskazniku Impact
Factor rownym 20,268 i wartosci punktacji MNiSW rownej 235.

3.1.Spis publikacji stanowigcych osiggniecie naukowe

Al.J. Matysiak, C. E. H. Schmelzer, R. H. H. Neubert, Z. J. Kokot.
Characterization of honeybee venom by MALDI-TOF and nanoESI-QqTOF mass
spectrometry.
J. Pharm. Biomed. Anal. 2011, 54(2): 273-278
IF =2,967
MNISW =30

A2.Z.J. Kokot, J. Matysiak, B. Urbaniak, P. Derezinski.
New CZE-DAD method for honeybee venom analysis and standardization of the
product.
Anal. Bioanal. Chem. 2011, 399: 2487-2494
IF=3,778
MNISW = 35

A3.J. Matysiak, P. Derezinski, B. Urbaniak, A. Klupczynska, A. Zalewska, Z. J. Kokot.
A new method for determination of hyaluronidase activity in biological samples using
capillary zone electrophoresis.

Biomed. Chrom. 2013, 27: 1070-1078.
IF =1,662
MNISW =20

A4.J. Matysiak, P. Derezinski, A. Klupczynska, J. Matysiak, E. Kaczmarek, Z. J. Kokot
Effects of a honeybee sting on the serum free amino acid profile in humans. PLoS
ONE 2014, 9(7): e103533. doi:10.1371/journal.pone.0103533
IF =3,234
MNiSW = 40



Ab5.J. Matysiak, J. Hajduk, L. Pietrzak, C. Schmelzer, Z. J. Kokot. Shotgun proteome

analysis of honeybee venom using targeted enrichment strategies. Toxicon 2014, 90:
255-264.

IF =2,492
MNiSW = 30

A6. J. Matysiak, P. Derezinski, A. Klupczynska, M. Cichocki, Z. J. Kokot. Wplyw jadu
pszczelego na aktywno$¢ CYP1A2. Med. Wet. 2014, 70, 12: 781-785
IF=0,218
MNiSW =15

A7.J. Matysiak, A. Swiatty, J. Hajduk, J. Matysiak, Z. J. Kokot. Influence of honeybee
sting on peptidome profile in human serum. Toxins 2015, 7, 5: 1808-1820
IF=2,938
MNiSW = 30

A8. J. Matysiak, J. Hajduk, F. Mayer, R. Hebeler, Z. J. Kokot. Hyphenated LC-MALDI-
TOF/TOF and LC-ESI-QTOF approach in proteomic characterization of honeybee
venom. J. Pharm. Biomed. Anal. 2016, 121: 69-76
IF=2,979
MNISW = 35



3.2.Wprowadzenie dotyczace tematyki badawczej oraz zwiezle oméwienie
wynikéw zamieszczonych w publikacjach dotyczacych osiagniecia naukowego

W 2001 roku w wyniku realizacji Projektu Poznania Ludzkiego Genomu (ang. Human
Genome Project) opublikowano wstepny opis genomu czlowieka. Byl to poczatek genomiki
jako nowej dziedziny naukowej, ktéra zajmuje si¢ badaniem calych genoméw w
przeciwienstwie do genetyki molekularnej badajgcej do tej pory tylko pojedyncze geny [1].
Wydawalo si¢, ze naukowcy sg juz o krok od pelnego poznania mechanizmow
funkcjonowania ludzkiego organizmu [2, 3]. Przypuszczano, ze dalsze badania doprowadza
do szybkiego wprowadzenia innowacyjnych testoéw diagnostycznych a takze terapii genowej,
co miato potencjalnie doprowadzi¢ do eradykacji wielu choréb takich jak: nowotwory oraz
choroby przewlekte (choroby ukladu sercowo-naczyniowego, choroby uktadu nerwowego,
choroby metaboliczne). Rozszyfrowanie kodu genetycznego cztowieka nie wyjasnia jednak
wszystkich aspektéw laczacych przebieg procesu chorobowego z ekspresja genu i wynikajaca
z tego zmiang fenotypu. Dlatego obecnie mozna zaobserwowal gwattowny rozwoj
interdyscyplinarnej systeomiki stanowigcej polaczenie takich dziedzin nauki jak: genomika,
transkryptomika, proteomika, metabolomika i innych [4]. Pod pojeciem ,,omiki” nalezy
rozumie¢ wszystkie dziedziny nauki majace na celu petne 1 holistyczne zrozumienie procesow
zachodzacych w organizmach zywych.

Dotychczas nie udato si¢ jeszcze okresli¢ kompletnego proteomu dla Zzadnego z
organizméw zywych. Jest to spowodowane tym, iz proteom jest strukturg wysoce dynamiczng
i niejednorodng, zmieniajaca si¢ w czasie w zalezno$ci od $rodowiska (temperatury,
czynnikow stresowych, diety) oraz fazy cyklu komdrkowego. Poznanie biatek 1 peptydow
ulegajacych ekspresji w danym narzadzie, tkance czy komorce nie jest wystarczajace w
charakterystyce proteomu. Okreslenie zmian, jakim podlegaja biatka pod wpltywem bodzcow
zewnetrznych (o podtozu fizjologicznym jak i patologicznym), moze stanowi¢ wazny element
w wyjasnieniu molekularnych mechanizméw procesOw wewnatrzkomorkowych lezacych u
podstaw patomechanizméw wielu chorob [5]. Istota jest okreslenie réznic pomiedzy profilami
biatkowymi chorych i zdrowych ludzi, ktére mogg by¢ przyczyng lub skutkiem rozwoju
procesu chorobowego. Kolejng dziedzing postgenomowej ery badan bioanalitycznych jest
metabolomika, ktéra zajmuje si¢ pelng analiza zaré6wno jakosciowa jak i iloSciowa wielu
ztozonych katabolicznych 1 anabolicznych cykli biochemicznych zachodzacych w zywych
organizmach [6]. Metabolomika okresla profile biochemiczne oraz ich funkcje w catym
organizmie poprzez analiz¢ ptyndw ustrojowych lub poszczego6lnych organow.

Do opisywania i lepszego zrozumienia proteomiczno-metabolomicznych zalezno$ci
stuzg chemometria oraz bioinformatyka. [7]. W badaniach naukowych, a zwlaszcza tych
prowadzonych z wykorzystaniem technik spektrometrii mas, uzyskuje si¢ bowiem ogrom
danych, ktérych analiza jest mozliwa jedynie przy uzyciu specjalistycznego oprogramowania
dedykowanego do chemometrii. Dzigki temu mozliwe jest miedzy innymi pozyskanie
informacji o potencjalnej wartosci diagnostycznej czy kompleksowe odzwierciedlenie
aktualnego stanu fizjologicznego organizmu i odroznienie go od stanu patologicznego.
Ponadto obliczeniowe techniki komputerowe umozliwiaja polaczenie informacji dotyczacych
genomu, ekspresji biatek 1 zmian metabolicznych z danymi klinicznymi. To stwarza potencjat
ukierunkowania nowoczesnej medycyny na indywidualnego pacjenta.



Obecnie laboratoria badawcze na calym $wiecie poszukujg innowacyjnych lekow
pochodzenia naturalnego taczacych w sobie skuteczno$¢ oraz bezpieczenstwo stosowania [8].
Produkty naturalne stanowig nieograniczone zrédlo zwigzkow o zréznicowanych
wlasciwo$ciach chemicznych oraz biologicznych i sg alternatywa dla lekéw syntetycznych
charakteryzujacych si¢ mozliwosciag wystgpienia powaznych dziatan niepozadanych w trakcie
ich stosowania. Ponadto substancje pochodzenia naturalnego moga stuzy¢ nie tylko jako leki,
ale rowniez wykorzystywane sg one w badaniach pozwalajacych zrozumie¢ rolg szlakow
metabolicznych zaangazowanych w rozwdj chorob oraz lepiej wyjasni¢ dzialanie juz
istniejgcych lekow. Jako zrodto innowacyjnych zwiazkow biologicznie aktywnych najlepiej
nadaja si¢ te organizmy, ktéorych genom zostal w peilni rozszyfrowany, dzigki czemu
identyfikacja oraz poznanie struktury nowoodkrytych substancji za pomoca nowoczesnych
technik spektrometrii mas nie stanowi wigkszego problemu. Modelowym organizmem moze
by¢ tutaj pszczota miodna (Apis mellifera) ze wzglgdu na to, Ze obecnie dysponujemy w pelni
odkodowanym genomem tego owada [9]. Metody proteomiczne i metabolomiczne bardzo
dobrze nadajg si¢ do analiz jadu pszczelego jako matrycy ztozonej z Szeregu protein,
peptydow oraz innych zwiazkéw matoczasteczkowych 0 niewyjasnionej strukturze
i mechanizmie dziatania.

Postep ktory dokonat si¢ w ostatnim dwudziestoleciu w zaawansowanych technikach
analitycznych opartych o metody rozdzielcze sprzezone ze spektrometrig mas, pozwolil na
nicosiggalng dotad ztozong analizg tysigcy zwigzkéw. Spektrometry mas wyposazone w
zrodta jonow typu MALDI (ang. matrix assisted laser desorption ionization, jonizacja przez
desorpcj¢ laserowg wspomagana matrycg) i ESI (ang. electrospray ionization, jonizacja przez
rozpylanie w polu elektrycznym) staly si¢ obecnie podstawowym narzedziem pracy
naukowcow zajmujgcych sie proteomika i metabolomikg [10]. Zastosowanie spektrometrii
mas nie ogranicza si¢ tylko do analizy juz wcze$niej poznanych biopolimerow, ale dzieki
wykorzystaniu programoéw bioinformatycznyh oraz internetowych baz danych mozliwa jest
identyfikacja nieznanych dotad zwigzkéw o potencjalnym dziataniu biologicznym. Dlatego
metody wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) Ilub wysokosprawnej
elektroforezy kapilarnej (HPCE) w potaczeniu z metodami spektrometrii mas dzigki wysokiej
czutosci, doktadnosci, specyficznos$ci oraz przepustowosci najlepiej nadajg si¢ do peinej
charakterystyki wielosktadnikowych matryc [11].

Niniejsza opracowanie stanowi opis nowatorskiego modelu analizy ztozonych matryc
pochodzenia naturalnego w oparciu 0 techniki taczone wsparte zaawansowang analizg
chemometryczng. Modelowymi matrycami w badaniach byly: jad pszczeli oraz surowica
ludzka. Wielokierunkowe badania skupialy si¢ z zarowno na pelnej charakterystyce matrycy
ztozonej z wielu toksyn 1 alergenow, jak i1 na ocenie reakcji organizmu na uzadlenie przez
pszczote. W analizach wykorzystywano spektrometri¢ mas ze zrodtami jonow typu MALDI i
ESI, wysokosprawna chromatografie cieczowg (HPLC), wysokosprawng elektroforeze
kapilarng (HPCE) oraz analizg elektroforetyczng On-Chip. Otrzymane dane bioanalityczne
zostaly poddane analizie statystycznej z uzyciem takich metod chemometrycznych jak: PCA
(ang. principal component analysis, analiza glownych sktadowych), PLS-DA (ang. partial-
least squares discriminant analysis, analiza dyskryminacyjna z metoda czgstkowa
najmniejszych kwadratow), SAM (ang. significance analysis of microarray, analiza istotno$ci
mikromacierzy), krzywe ROC (ang. receiver operating characteristic), ANOVA (ang. analysis
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of variance, analiza wariancji) oraz regresja wieloraka. Przedstawiona zlozona strategia
analityczno-bioinformatyczno-kliniczna  stanowi  propozycj¢  nowych  rozwigzan
diagnostycznych w dziedzinie analiz bioanalitycznych, w badaniach przesiewowych i w
praktyce klinicznej.

3.3.Zastosowanie metod rozdzielczych wspartych analizg chemometryczng w
badaniach jadu pszczelego

3.3.1. Charakterystyka jadu pszczelego z wykorzystaniem wysokosprawnej
elektroforezy kapilarnej HPCE i metod chemometrycznych

Odzywcze 1 terapeutyczne wlasciwosci produktow pszczelich znane juz byly w
czasach starozytnych. Sposrod produktow pszczelich takich jak: midd, mleczko pszczele,
propolis, wosk, pylek kwiatowy i pierzga, szczegdlne miejsce zajmuje jad pszczeli, jako
bogate zrodto zwigzkéw biologicznie czynnych. Doniesienia w uznanych czasopismach
naukowych potwierdzaja skuteczno$¢ jadu pszczelego w leczeniu takich schorzen jak:
artretyzm [12], reumatyzm, bol, [13, 14] choroby nowotworowe [15] oraz choroby skory. Tak
wielokierunkowe dziatanie tego surowca spowodowane jest jego bardzo ztozonym sktadem.
Dodatkowe informacje dotyczace sktadu [8] i whasciwosci biologicznych jadu pszczelego
[16] przedstawione sg w oddzielnych opracowaniach autora. Zaré6wno na rynku europejskim
jak 1 $wiatowym znajduja si¢ zarejestrowane preparaty na bazie jadu pszczelego. Jednakze
brak jest jednoznacznych wskazan do standaryzacji tego produktu. Problem standaryzacji
dotyczy wszystkich surowcoéw pochodzenia naturalnego ze wzgledu na to, ze na zmiang ich
sktadu moga wptywaé nastepujace czynniki: pochodzenie geograficzne, pora pozyskiwania
surowca (rok, miesigc), technologia otrzymywania, warunki przechowywania, a w przypadku
surowcow zwierzgeych — rasa, linia i pte¢ [17-21]. Dlatego do celow diagnostycznych jak i
terapeutycznych potrzebne sa czule 1 selektywne metody rozdzialu 1 oznaczania
poszczegbdlnych sktadnikow jadu pszczelego. Przyczynig si¢ one ponadto do szerszego
poznania alergenow odpowiedzialnych za reakcje uczuleniowe po ukgszeniu owadow.

Do rozdziatu jadu pszczelego najlepiej nadajg si¢ techniki analityczne takie jak:
wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC), wysokosprawna elektroforeza kapilarna
(HPCE) oraz spektrometria mas. Metody oparte na HPLC pozwolity na rozdziat i
identyfikacj¢ glownych sktadnikow jadu do ktorych naleza proteiny (apamina, peptyd MCD,
melittyna) oraz enzymy (fosfolipaza A,, hialuronidaza) [22-24]. Ponadto w skiad jadu
pszczelego wchodza niewielkie ilosci amin biogennych, weglowodandw, fosfolipidow,
aminokwasow 1 feromonow. PiSmiennictwo podaje zaledwie kilka przykladéw zastosowania
HPCE w badaniach jadu. Technike ta wykorzystano do oznaczania zaledwie dwodch
gtownych sktadnikow jadu (fosfolipazy A, i melittyny) [24, 25] oraz do wyznaczania
aktywnos$ci hialuronidazy w tym produkcie [26]. Ponadto dokladnos¢ prezentowanych w
literaturze metod opartych na HPCE nie byla potwierdzona z uwagi na brak dostgpnosci
materiatlow referencyjnych dla sktadnikow jadu pszczelego, a badania prowadzono na
zaledwie kilku niereprezentatywnych probkach. Dlatego opracowano nowa metod¢ HPCE z
uzyciem cytochromu c jako wzorca wewngtrznego do oznaczania gtéwnych sktadnikow jadu.
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Cytochrom c jest biatkiem nie wchodzacym w sktad jadu pszczelego i nie wplywa na rozdziat
jego pozostatych sktadnikow.

Nowoopracowana metoda analizy jadu pszczelego w oparciu 0 HPCE pozwolita na
rozdzial przynajmniej dziewigciu jego sktadnikéw oraz oznaczenie czterech z nich: apaminy,
peptydu MCD, fosfolipazy A; oraz melittyny. Byly to pierwsze badania elektroforetyczne
jadu pszczelego w ktorych wykorzystano wzorzec wewnetrzny. Analizy prowadzono przy
uzyciu aparatu do wysokosprawnej elektroforezy kapilarnej Agilent G1600 (Agilent
Technologies) z detektorem diodowym UV-DAD.

Nowoopracowang metode poddano walidacji okreslajac jej: selektywnos$¢, precyzje
(powtarzalno$¢ 1 odtwarzalno$¢), dokladnos¢ (odzysk), liniowos¢ i zakres oraz granice
wykrywalnosci (LOD) i granice oznaczalno$ci (LOQ). Wszystkie wyznaczone parametry
walidacyjne potwierdzily przydatno$¢ opracowanej metody do analizy jadu pszczelego.
Analizie poddano 38 probek jadu pszczelego. Jad pozyskiwano metoda impulsow
elektrycznych w formie suchego krystalicznego proszku. We wszystkich probkach oznaczono
zawarto$¢ apaminy, peptydu MCD, fosfolipazy A, oraz melittyny. Jako metod¢ referencyjna
uzyto wezesniej opracowang i opublikowang przez autora metode HPLC [23].

Do porownania wynikow otrzymanych obiema metodami postuzono si¢ testami
statystycznymi. Poniewaz test F wykazal, ze analizowane dane nie speinialy warunku
réwnosci wariancji (poziom istotnosci a = 0,05; f; = n; - 1, f, = ny — 1df) do oceny réznic
pomigdzy $rednimi czterech analizowanych zmiennych (st¢zen apaminy, peptydu MCD,
fosfolipazy A, oraz melittyny) uzyto testu C-Cochrana i Coxa. Zgodnie z hipotezg zerowg nie
stwierdzono statystycznie istotnych roznic pomigdzy S$rednimi st¢zen analizowanych
zwigzkow metoda HPLC 1 HPCE, co dowodzi doktadno$ci metody elektroforetyczne;.

W celu sprawdzenia statystycznie istotnych roznic pomig¢dzy zmiennymi niezaleznymi
(stezenie analizowanych zwigzkow w jadzie) otrzymane dane poddano analizie wariancji
ANOVA. Do obliczen wzigto pod uwage trzy czynniki: lini¢ pszczoél, miesigc oraz rok
pozyskiwania jadu. Badania wykazaty, ze zawarto$¢ fosfolipazy A, oraz melittyny zalezy od
linii pszczol, od ktorych pochodzil jad. Dodatkowo stwierdzono statystycznie istotne rdznice
w stezeniu melittyny pomigdzy probkami z réznych lat. W przypadku stezen apaminy oraz
peptydu MCD nie wykazano statystycznie istotnych roznic.

Analiza glownych skladowych PCA postuzyla do wyjasnienia réznic oraz
wzajemnych korelacji pomigdzy gltéwnymi sktadnikami jadu oznaczanymi w probkach
pochodzacych od réznych linii pszczot oraz pozyskiwanymi w réznych miesigcach i latach.
Na podstawie przeprowadzonych analiz stwierdzono, ze wigkszo$¢ probek rozmieszczona
byla wzdhuz PC1 zgodnie z linig pszczo6t. Takiego podzialu nie zaobserwowano dla miesigca
oraz roku pozyskiwania probek jadu. Dlatego mozna sgdzi¢, ze linia pszczot jest w przypadku
analizowanych danych jedynym kryterium klasyfikacji probek, co z kolei nasuwa wniosek o
wplywie rdznic genetycznych na zmiennos$¢ sktadu jadu pszczelego. Ponadto zbudowana
macierz korelacji potwierdzita silne liniowe zaleznoSci pomiedzy wszystkimi 0znaczanymi
sktadnikami jadu (r>0,8).

W zwigzku z tym, Ze jad pszczeli jest ztozona matryca pochodzenia naturalnego,
zawarto$¢ jego poszczeg6élnych skladnikéw moze ulega¢ zmianom w zalezno$ci od wielu
czynnikow. Zastosowana w niniejszej pracy metodyka wykorzystujaca narzedzia
chemometryczne w analizie danych elektroforetycznych pozwolila na stwierdzenie réznic w
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zawartosci glownych sktadnikéw jadu pszczelego w zaleznosci od pochodzenia, linii pszczot,
roku oraz miesigca pozyskiwania jadu. Wykazano rowniez wzajemne relacje pomigdzy tymi
sktadnikami. Dlatego w procesie standaryzacji surowca oprocz jakosciowej i ilosciowej
analizy jadu przy uzyciu technik rozdzielczych opartych o HPCE lub HPLC powinno
zastosowac si¢ rowniez badania statystyczne takie jak: ANOVA i PCA.

3.3.2. Oznaczanie aktywnosci hialuronidazy w probkach biologicznych z
uzyciem wysokosprawnej elektroforezy kapilarnej HPCE

Hialuronidazy to grupa enzymoéw, ktora odpowiada za hydrolize kwasu hialuronowego
(HA), bedacego glownym sktadnikiem macierzy mi¢dzykomorkowej kregowcow [27]. Udziat
w wielu biologicznych procesach, takich jak: zaptodnienie, dyfuzja toksyn i
mikroorganizmow, reakcje zapalne i alergiczne oraz rozwdj nowotwordéw sprawil, ze
hialuronidazy sg postrzegane jako markery diagnostyczne i potencjalny cel terapeutyczny
[28]. Obecnie wykorzystanie hialuronidaz w medycynie opiera si¢ najczgéciej na zwigkszeniu
przepuszczalnos$ci tkanek lacznych, co skutkuje tatwiejsza i1 szybsza dyfuzja podawanych
parenteralnie lekow. W zwigzku z szerokim wystepowaniem hialuronidaz w ptynach
biologicznych, tkankach, jadach i toksynach konieczne jest stosowanie zwalidowanych metod
do oznaczania aktywno$ci tego enzymu. Literatura podaje wiele metod stuzacych do badania
aktywnos$ci hialuronidaz, ktére oparte sg o rozne techniki analityczne: biologiczne,
fizykochemiczne (turbidymetryczne [29-32] i wiskozymetryczne [33]), chemiczne
(kolorymetryczne [34], fluorymetryczne [35-37], immunoenzymatyczne [38, 39],
zymograficzne [40] oraz elektroforetyczne [41]. Klasyczne metody czesto charakteryzuja si¢
niskg czuto$cig oraz selektywnos$cia, a do analizy wymagane sg duze ilosci probki [42]. Z
kolei do wad nowszych metod nalezy zaliczy¢ skomplikowang metodyke badawcza,
koniecznos¢ stosowania drogich odczynnikow oraz dlugi czas analizy. Dlatego niezbedne jest
poszukiwanie nowych precyzyjnych i doktadnych metod stuzacych do oznaczania aktywnos$ci
hialuronidazy. Wysokosprawna elektroforeza kapilarna (HPCE) spelnia wszystkie wyzej
wymienione warunki i1 zostala wykorzystana w badaniach aktywnosci hialuronidazy przez
Pattanaargsona i wsp [26]. Opracowana przez niniejszy zespot metoda pozwalata tylko na
potwierdzenie aktywnosci hialuronidazy w analizowanych probkach jadu pszczelego. Autorzy
probowali oznacza¢ aktywno$¢ hialuronidazy poprzez wyznaczanie czasu niezbednego do
zmniejszenia rozmiaru piku kwasu hialuronowego trawionego przez hialuronidaze. Jednakze
zgodnie z danymi literaturowymi [43, 44] oraz badaniami wlasnymi produkty degradacji
kwasu hialuronowego pojawiaja si¢ natychmiast po jego zmieszaniu z hialuronidaza, a czasy
migracji odpowiadajacych im pikdw na elektroferogramie pokrywajg si¢ z czasami migracji
kwasu hialuronowego. Dlatego takie podejscie uniemozliwia prawidlowg integracje
analizowanych pikow, co w konsekwencji nie daje mozliwosci otrzymania wiarygodnych
danych ilo$ciowych.

W zwiazku z powyzszym opracowano nowag metode oznaczania aktywnoS$cCi
hialuronidazy w probkach biologicznych oparta o HPCE. Badania prowadzono z
wykorzystaniem aparatu do wysokosprawnej elektroforezy kapilarnej Agilent G1600 (Agilent
Technologies) z detektorem diodowym UV-DAD. W metodzie wykorzystano analize
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gléwnych produktéw enzymatycznej hydrolizy kwasu hialuronowego. Badana byla
aktywnos$¢ hialuronidazy jadu pszczelego oraz hialuronidazy z jader wotowych.

Aktywno$¢ hialuronidazy wyznaczana byta z wykorzystaniem modelu regresji
wielorakiej. W celu wyznaczenia zmiennych objasniajacych (pola powierzchni pikow
pochodzacych od produktow hydrolizy kwasy hialuronowego) uzytych do konstrukcji modelu
regresji wielorakiej oraz okreSlenia optymalnego czasu trwania reakcji hydrolizy
przeprowadzono dodatkowe badania. Mieszaniny kwasu hialuronowego i hialuronidazy
poddawano analizie HPCE po 1,5 h, 3,0 h, 4,5 h oraz 6,0 h inkubacji w temperaturze 37 °C.
W zwigzku z dynamicznym procesem trawienia kwasu hialuronowego ograniczono si¢ do
analizy gtdéwnych produktéw hydrolizy: tetrasacharydu, heksasacharydu i oktasacharydu HA.
Wspotczynniki zmienno$ci odnoszace si¢ zarowno do czasoOw migracji jak i pol powierzchni
powyzszych pikow byly odpowiednio nizsze od 1% 1 10%. Piki pochodzace od
oligosacharydow o wyzszych masach czgsteczkowych nie byly dostatecznie rozdzielone i
szybko zanikaty. Aby zoptymalizowa¢ czas trwania reakcji enzymatycznej przeprowadzono
analiz¢ gtownych sktadowych (PCA). Analiza ta postuzyta do wyjasnienia zwiazku pomiedzy
powierzchniami pikéw odpowiadajacych produktom degradacji kwasu hialuronowego
analizowanych w r6znych odstepach czasowych (1,5 h, 3,0 h, 4,5 h oraz 6,0 h), a aktywnoS$cig
hialuronidazy (zmienna grupujaca). Aby stwierdzi¢ korelacj¢ pomigdzy analizowanymi
zmiennymi wyniki badan elektroforetycznych uporzadkowano w macierzy i poddano
standaryzacji, a nastepnie przeprowadzono analiz¢ PCA. Analizy PCA przeprowadzono
oddzielnie dla kazdego czasu inkubacji (1,5 h; 3,0 h; 4,5 h i 6,0 h) oraz dokonano analizy
zbiorczej wykorzystujacej dane otrzymane po wszystkich czasach inkubacji. Przeprowadzone
analizy wykazaty, ze wszystkie probki mozna podzieli¢ na cztery podzbiory zgodnie z
aktywnos$cig hialuronidazy. W zwigzku z tym mozna przyja¢, ze czas trwania reakcji
enzymatycznej degradacji HA nie wplywa na wyniki badan aktywnosci hialuronidazy. Zatem
dalsze badania prowadzono stosujac 0,5-godzinny czas inkubacji.

Do budowy modelu wykorzystywano co najmniej 10 roztworéw hialuronidazy
pochodzacej z jader wotowych o wzrastajacych stezeniach. Zaréwno roztwory hialuronidazy
jak 1 roztwory kwasu hialuronowego (200 pg/g) przygotowane byty w buforze octanowym,
pH = 4,00. Preinkubowane roztwory (15 min., temp: 37 °C) mieszano w stosunku 1:1 i
inkubowano w temp. 37 °C przez 30 min. Nastgpnie mieszaniny kwasu hialuronowego z
hialuronidaza analizowano za pomoca HPCE. Czas trwania kazdej analizy wynosit 15 minut.
Pola powierzchni pikow trzech gléwnych produktow degradacji kwasu hialuronowego
(disacharydu, tetrasacharydu oraz heksasacharydu) uzyto jako zmienne objasniajace w
modelu regresji wielorakiej. Zmienng grupujacg stanowita aktywno$¢ enzymatyczna
hialuronidazy. Na podstawie przeprowadzonych badan wyprowadzono rdéwnanie
umozliwiajgce obliczenie aktywnosci hialuronidazy:

aktywnos$¢ hialuronidazy [U]=aA + bB + cC +d

gdzie: A, B, C — pola powierzchni pikow pochodzacych od produktow degradacji kwasu
hialuronowego, odpowiednio: tetra-, heksa- i oktasacharydu HA (zmienne objasniajace); a, b,
¢ — wspotczynniki proporcjonalnosci wyliczone w modelu; d — sktadnik resztowy (realizacja
sktadnika losowego).
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Nastepnie roztwory probek o nieznanej aktywnos$ci hialuronidazy analizowano w taki sam
sposob, jak w przypadku roztworéw hialuronidazy uzytych do budowy modelu regresji
wielorakiej. Kazdy eksperyment powtorzono trzykrotnie. W celu potwierdzenia otrzymanych
danych, przeprowadzono walidacj¢ metody okreslajac: selektywno$¢, precyzje, doktadnose,
liniowos¢, zakres, granice wykrywalno$ci oraz granice oznaczalnos$ci. Wszystkie parametry
walidacyjne potwierdzily, ze opracowana procedura analityczna nadaje si¢ do realizacji
zalozonych celow.

Nowoopracowana metoda zostala wykorzystana do oznaczania aktywnos$ci
hialuronidazy w probkach jadu pszczelego oraz hialuronidazy pochodzacej z jader wotowych
(probki zakupione w firmie Sigma). Aktywno$¢ hialuronidazy w analizowanych prébkach
jadu pszczelego (n = 10) wahata si¢ w zakresie od 825,2 + 30,7 U/mg s.m. do 1450, 7 + 101,1
U/mg s.m. Aktywno$¢ hialuronidazy wotowej oznaczona niniejszag metoda pokrywata si¢ z
aktywnoS$cig hialuronidazy deklarowang przez producenta, co dodatkowo potwierdzito
doktadnos¢ metody HPCE. Ponadto uzyskane wyniki porownano z wynikami otrzymanymi z
uzyciem powszechnie stosowanych metod farmakopealnych wykorzystywanych do badania
aktywnosci hialuronidazy: metody turbidymetrycznej i wiskozymetrycznej. Przeprowadzone
testy t-studenta dla probek niezaleznych, poprzedzone potwierdzeniem normalno$ci (test
Shapiro-Wilka) oraz potwierdzeniem spelnienia warunku rowno$ci wariancji (test F),
wykazaly brak statystycznie istotnych roéznic pomi¢dzy wynikami aktywnosci hialuronidazy
otrzymanymi metodg HPCE, a metodami farmakopealnymi (p=0,730). Na podstawie tych
danych mozna wnioskowa¢, ze pozostale sktadniki jadu pszczelego nie wptywaja na wyniki
aktywnosci hialuronidazy.

Obecnie wyrodznia si¢ trzy klasy hialuronidaz: EC 3.2.1.35, EC 3.2.1.36, EC 4.2.2.1
[27]. Hialuronidazy pochodzace z jadu pszczelego oraz jader wotowych analizowane w
niniejszych badaniach naleza do klasy EC 3.2.1.35, do ktorej zaliczane sa hialuronidazy
pochodzace od ssakow oraz jadow wezy i owadow blonkoskrzydtych (Hymenoptera).
Enzymy te hydrolizuja wigzania B-1-4-glikozydowe zaréwno w kwasie hialuronowym jak i
chondroitynie, siarczanie chondroityny oraz siarczanie dematanu [42]. Enzymy z tej klasy
oprocz aktywnosci hydrolitycznej majg zdolno$¢ do transglikozylacji, ktoéra prowadzi do
powstawania jednostek di-, tri-, okta- i nonasacharydowych HA [45]. Zaproponowana
metodyka oparta o HPCE pozwala na analiz¢ wszystkich wyze] wymienionych
oligosacharydow. Dlatego nalezy sadzi¢, ze moze by¢ ona zastosowana do badan aktywnos$ci
wszystkich hialuronidaz z klasy EC 3.2.1.35.

Nowoopracowana metoda wykorzystujaca HPCE do oznaczania aktywnoSci
hialuronidazy pozwala na otrzymanie wiarygodnych wynikow w krotkim czasie z duza
precyzja 1 doktadnoscig. Jest to pierwsza w petni zwalidowana metoda oznaczania aktywnosci
hialuronidazy, ktora pozwala na otrzymanie danych ilosciowych w przeciwienstwie do innych
metod, ktore dostarczaty tylko danych jakosciowych odno$nie procesu trawienia kwasu
hialuronowego z udziatem hialuronidazy. Nowa metoda moze by¢ wykorzystana do analizy
hialuronidaz réznego pochodzenia (np. hialuronidaza z jadu pszczelego lub jader wotowych).
Ponadto charakteryzuje si¢ ona tatwa metodyka, niewielkg objetoscig probki niezbednej do
przeprowadzenia badan, matg ilo$cig zuzywanych tanich odczynnikow i w zwigzku z tym
niskim kosztem jednostkowym analiz. Metoda ta pozwala na monitorowanie procesu
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enzymatycznego trawienia kwasu hialuronowego w szerokim przedziale czasowym (od kilu
minut do kilku godzin, a nawet dni). Brak statystycznie istotnych réznic pomigdzy
aktywnoscig hialuronidazy wyznaczong za pomocg nowej metody, a wynikami otrzymanymi
przy uzyciu powszechnie uzywanych metod (turbidymetrycznej 1 wiskozymetrycznej)
wskazuje na to, ze metoda HPCE moze by¢ stosowana alternatywnie do metod klasycznych.

3.4. Zastosowanie technik laczonych opartych o spektrometri¢ mas w
proteomicznych badaniach jadu pszczelego

3.4.1. Charakterystyka jadu pszczelego z wykorzystaniem metod
spektrometrii mas z jonizacja MALDI i ESI

Istniejg dwa podejScia do standaryzacji ztozonych produktow pochodzenia
naturalnego. W przypadku, gdy wtasciwosci biologiczne standaryzowanego produktu moga
by¢ przypisane konkretnym zwigzkom, jest mozliwo$¢ oznaczania tych substancji z uzyciem
odpowiednich metod analitycznych. W drugim przypadku, gdy nie jest w pelni poznany sktad
chemiczny matrycy lub gdy aktywno$¢ biologicznaa wynika z synergistycznego dziatania
wielu sktadnikow, w celach standaryzacji analizowane sa wybrane substancje czynne [46]. W
zwigzku z tym, ze jad pszczeli jest ztozong mieszaning zwiazkéw o niescharakteryzowanych
wlasciwos$ciach, standaryzacje tego produktu powinno prowadzi¢ si¢ w odniesieniu do
wytypowanych analitéw. Jednakze wcigz jest brak jednoznacznych wytycznych w tym
zakresie i wykorzystywane sg metody stosowane do standaryzacji szczepionek alergenowych
uzywanych w immunoterapii. Do metod tych zalicza si¢: wysokosprawng chromatografie
cieczowg (HPLC) [22-24] i wysokosprawng elektroforeze kapilarng (HPCE) [24, 25] —
stosowane do oznaczania glownych zwiazkéw biatkowych; testy immunoenzymatyczne
(ELISA) — do wyznaczania catkowitego potencjatu alergennego [47]; elektroforeze zelowa
(SDS-PAGE) w potaczeniu z testami immunoblot — do iloSciowej analizy biatka catkowitego
oraz antygenow wiazacych si¢ z przeciwciatami IgE [48, 49].

Do charakterystyki wlasciwosci jadu pszczelego wykorzystywano rdézne techniki
analityczne: spektroskopie UV i IR [50, 51], spektrofluorymetrie [52], spektroskopie *H NMR
[53, 54], roznicowa kalorymetri¢ skaningowa [55] oraz spektrometri¢ mas z jonizacja plazma
wzbudzong indukcyjnie (ICP-MS) [56]. Techniki rozdzielcze, takie jak: HPLC i HPCE w
polaczeniu z detekcja diodowa (DAD) lub fluorymetryczng (FLD) pozwalaja na analize kilku
lub kilkunastu zwigzkow jadu pszczelego w trakcie jednej analizy [23]. Jednakze w zwiazku
ze ztozono$cig jadu pszczelego metody te nie sa wystarczajace do jego pelnej charakterystyki.
Od technik tych wyraznie odrézniajg si¢ zaawansowane metody spektrometrii mas, ktére
pozwalaja na analize¢ wielu peptydow, bialek oraz innych zwigzkoéw w trakcie jednego cyklu
analitycznego.

W wyniku rozwoju dwéch metod miekkej jonizacji, MALDI (desorpcja laserowa z
udziatem matrycy) 1 ESI (elektrorozpylanie), spektrometria mas stata si¢ niezbednym
narz¢gdziem do analizy probek biologicznych zlozonych z peptydow i biatek [57-60].
Wigkszos¢ klasycznych protokotow shuzacych do analizy jadu pszczelego z udziatem
spektrometrii mas wykorzystuje metody rozdzielcze takie jak: HPLC lub elektroforeze
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dwukierunkowg (2-DE) [61, 62]. Techniki te pozwalajg na identyfikacj¢ wielu zwigzkoéw
wchodzacych w sktad mieszaniny. Jednakze wymagaja one stosunkowo duzych ilosci probki
oraz s3 czasochtonne i pracochtonne w poréwnaniu do bezposrednich analiz z uzyciem
spektrometréw wyposazonych w zrodta jonow MALDI lub ESI [63]. Technika MALDI nie
nadaje si¢ do uzyskiwania danych ilociowych, ale istnieje mozliwo$¢ otrzymania danych
poétilosciowych [64]. Pomiar pojedynczych probek moze by¢ fatwo zautomatyzowany i dzieki
temu technika ta pozwala na prowadzenie badan o wysokiej przepustowosci. Wyniki
otrzymane za pomocg techniki MALDI sg czgsto komplementarne w stosunku do wynikow
otrzymanych z uzyciem techniki ESI i w zwigzku z tym zastosowanie ich obu w badaniach
ztozonych mieszanin peptydowo-biatkowych pozwala na otrzymanie bardziej szczegétowych
danych. Dlatego do analizy jakosciowej 1 poétilosciowej roznych probek jadu pszczelego
wykorzystano spektrometri¢ mas z jonizacja MALDI i ESI. Podejscie to umozliwito
otrzymanie warto$ciowych danych odno$nie réznic w sktadzie probek jadu pszczelego w
zaleznos$ci od Kraju pochodzenia (Polska, Gruzja, Estonia), linii pszczot, roku i sezonu
pozyskiwania jadu. Analizy statystyczne postuzyly do wyznaczenia czynnikow majacych
wpltyw na sktad badanych probek.

Spektrometria MALDI-TOF postuzyta gtownie do badan potilosciowych ze wzgledu
na jej duza czulo$¢, krotki czas analizy, odporno$¢ oraz przewage tworzenia si¢ pojedynczo
naladowanych jonow co utatwia interpretacj¢ otrzymanych widm masowych [60]. Do badan
wykorzystywano spektrometr mas VVoyager-DE PRO (AB Sciex) wyposazony w impulsowy
laser azotowy. Analizy prowadzono z uzyciem kwasu Sinapinowego jako matrycy. Ocenie
poddano kilkanascie peptydow o najwigkszej intensywnos$ci w 41 roéznych probkach jadu
pszczelego w zakresie mas od 2845 Da do 3644 Da.

Analiza potilosciowa z wykorzystaniem spektrometrii mas MALDI-TOF moze
sprawia¢ pewne trudnosci z powodu mozliwej niskiej powtarzalno$ci pomiedzy
analizowanymi spotami, niskiej odtwarzalno$ci pomig¢dzy poszczegdlnymi probkami oraz
mozliwoscig degradacji sygnalu pomiedzy strzatami lasera [65]. Aby zminimalizowaé te
problemy w badaniach wykorzystano wzorzec wewnetrzny ktorym byt peptyd GLP
(glucagon-like peptide-1-(7-36)). Peptydy o monoizotopowych masach 2859,84 Da oraz
2872,83 Da obserwowano gtéwnie w archiwalnych probkach (od kilku do kilkunastu lat
przechowywania) podczas gdy w $wiezych probkach zawarto$¢ tych peptyddéw byta znacznie
nizsza. Podobnie peptydy o masach 2886,80 Da i 2952,84 Da wykryto tylko w probkach
starszych. W zwigzku z tym mozna sadzi¢, ze byly to produkty rozktadu innych skladnikoéw
biatkowych lub peptydowych jadu. Do sprawdzenia istotnych réznic pomigdzy zmiennymi
niezaleznymi (zawarto$¢ analizowanych peptydow) przeprowadzono analiz¢ wariancji
(ANOVA). Do analiz wzigto pod uwage trzy czynniki: linia pszczol, miesigc oraz rok
pozyskiwania probek jadu pszczelego. Analiza wieloczynnikowa nie wykazata statystycznie
istotnych roznic. Z kolei jednoczynnikowa ANOV A potwierdzita statystycznie istotny wpltyw
roku pobierania jadu na zawartos$¢ analizowanych peptydow.

W celu identyfikacji badanych zwigzkow zastosowano spektrometric mas nanoESI-
QqTOF. W zwiazku z obecnoscig mostkow disiarczkowych w peptydach wchodzacych w
sktad jadu pszczelego analizy poprzedzono redukcja tych wigzan za pomoca ditiotreitolu
(DTT). Zidentyfikowano 17 sekwencji peptydowych, w tym: melittyne (10 réznych
produktéw rozktadu i prekursorow), apaming, peptyd degranulujacy komorki tuczne (MCDP)
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i sekaping. Waznym osiggnieciem niniejszych badan bylo dodatkowe zidentyfikowanie
matego biatka (LOC408363) nieopisywanego w literaturze, ktorego ekspresja dotad nie bylta
udowodniona w warunkach in vivo. Cztery spo$rod zidentyfikowanych peptydéow bedacych
produktami degradacji i prekursorami melittyny oraz apaming i MCDP zaobserwowano
rébwniez za pomocag uzytej techniki MALDI-TOF-MS. Ponadto potwierdzono niektore
modyfikacje potranslacyjne oraz modyfikacje chemiczne: amidacje C-konca melittyny,
apaminy 1 peptydu degranulujacego komorki tuczne oraz przeksztatcenie glutaminianu (Glu)
w piroglutaminian (p-Glu) na N-koncach prekursorow melittyny.

Nalezy podkre$li¢, ze w przypadku jadu pszczelego traktowanego jako produktu
naturalnego o potencjalnym dziataniu biologicznym niezbg¢dne jest monitorowanie zawartosSci
wszystkich jego skladnikow, nawet tych, ktore nie zostaty zidentyfikowane. Wiadomo
bowiem, ze niektére peptydy obecne w jadzie pszczelim w bardzo niskich stezeniach nie
posiadaja wlasciwosci toksycznych, ale moga wykazywa¢ inne dziatanie biologiczne majace
wplyw na odpowiedz organizmu na jad [9]. Z tego powodu metody spektrometrii mas
zastosowane w niniejszych badaniach moga by¢ wykorzystywane do petnej charakterystyki
oraz standaryzacji tego surowca. Zaproponowana metodyka wykorzystujaca bezposrednia
analiz¢ MALDI-TOF-MS nie wymagajaca czasochtonnego wstepnego przygotowania probek
daje mozliwo$¢ przeprowadzenia czutych i szybkich badan skryningowych probek jadu
pszczelego. Potwierdzenie tozsamosci surowca moze odbywac si¢ na podstawie biatkowo-
peptydowego odcisku palca, a wykryte peptydy oraz produkty rozktadu bialek moga by¢
jednoznacznie zidentyfikowane za pomocg spektrometrii nanoESI-QqTOF lub spektrometrii
mas MALDI-TOF/TOF.

3.4.2. Badania jadu pszczelego oparte na technice shotgun z wykorzystaniem
réznych strategii wzbogacania préobek

W dostepnej literaturze naukowej przedstawionych jest wiele strategii dotyczacych
charakterystyki proteomicznej ztozonych matryc biologicznych [66-70]. Jednak ich gléwna
wada jest brak optymalizacji metodyki, ktora mogtaby by¢ wytyczng do pracy dla ogétu
naukowcow. To prowadzi w ostatecznym rozrachunku do matej powtarzalnosci wynikow. W
laboratoriach skierowanych na badania proteomiczne mozna spotka¢ si¢ aktualnie z 3
podstawowymi procedurami: bottom-up, top-down i shotgun. W zwigzku ze zlozonoscig
materiatu biologicznego najczesciej stosowana jest strategia bottom-up, wykorzystujaca
rozdzial materiatlu przy uzyciu dwukierunkowej elektroforezy ZzZelowej, a nastgpnie
rozdzielone biatka poddawane s3a trawieniu proteolitycznemu 1 identyfikowane przy
wykorzystaniu tandemowej spektrometrii mas [71]. Jednakze otrzymywane tg strategig
wyniki charakteryzujg si¢ niska powtarzalnoscig, a stosowanie wymienione] techniki
rozdzialu jest czasochlonne, co przy kilkukrotnym powtdrzeniu badania staje si¢ bardzo
ucigzliwe. Rozwoj metod fragmentacji zwigzkdw pozwolil na wprowadzenie do laboratoriow
mniej skomplikowanej strategii top-down, zaktadajgcej analiz¢ biatek natywnych pomijajac
etapy ich rozdzialu i proteolizy. Przygotowanie probki do badan ta metoda jest znacznie mniej
skomplikowane. Jednak ocena widm po fragmentacji duzych peptydow jest bardzo ztozona, a
powstawanie kilkukrotnie zjonizowanych czastek moze prowadzi¢ do nieprecyzyjnej
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interpretacji wynikéw. Coraz czesciej badania proteomiczne opierane sg na technice shotgun,
ktéra polega na trawieniu proteolitycznym calej probki, a nastgpnie rozdziale powstalej
mieszaniny przy wykorzystaniu metod chromatograficznych. Identyfikacje biatek prowadzi
si¢ przy wykorzystaniu tandemowej spektrometrii mas.

W ztozonych uktadach biologicznych wiele protein wystepuje w matych ilo$ciach,
ktore nie pozwalajg na bezposrednie ich oznaczenie w badanej probee . Dlatego tez niezwykle
wazny jest proces zageszcezania analitu, ktory pozwala identyfikowac¢ substancje wystepujace
w nizszych stezeniach. Do tego celu wykorzystywane sg migdzy innymi takie metody jak:
wirowanie, ultrawirowanie [72, 73], elektroforeza, metody chromatograficzne [74],
wyréwnywanie stezen [75] oraz ekstrakcja do fazy statej [76, 77]. Szczegolng wydajnoscia
procesu oczyszczania i zageszczania odznaczaja si¢ kombinatoryczne biblioteki peptydowe
(CPLL) [78]. Metoda ta opiera si¢ na adsorpcji elementéw probki na no$niku posiadajacym
takg sama pojemno$¢ wzgledem wszystkich skladnikow. Biatka o duzych st¢zeniach w
analicie wigzane s3 jedynie w matym stopniu, gdyz szybko wysycone zostaja miejsca ich
wigzania. Z kolei proteiny o matych st¢zeniach mogg wigzac si¢ niemal w caloéci z uwagi na
niepelne wysycanie ligandéw. Technika ta jest wiec szczegdlnie przydatna do usuwania
biatek o najwigkszych stezeniach, ktére moga maskowac obecno$¢ pozostatych sktadnikow
analitu i jest dostgpna w handlu mi¢dzy innymi pod nazwg ProteoMiner. Na wyniki analiz
proteomicznych dodatkowy wptyw moga mie¢ zanieczyszczenia probki r6znego pochodzenia,
czy tez jej zbyt duze zasolenie [79]. Dzigki zastosowaniu ekstrakcji do fazy statej (SPE)
otrzymuje si¢ materiat o bardzo duzej czystosci i wysokim stgzeniu, co pozwala na znaczng
poprawg identyfikacji produktéw oczyszczania. Metoda SPE jest obecnie szeroko stosowana
w postaci koncoéwek ekstrakcyjnych do mikropipet, co pozwala na wykorzystanie
minimalnych ilo$ci analitu [80].

Celem tego etapu prac bylo zoptymalizowanie strategii shotgun do proteomicznej
charakterystyki probek jadu pszczelego, a takze ocena i wybor odpowiedniego systemu do
oczyszczania 1 zageszczania ztozonych probek pochodzenia naturalnego. Do badan
wykorzystano zestaw ztozony z chromatografu ,,EASY-nLC II” (Bruker Daltonics), kolektora
frakcji ,,Proteineer-fc 1I” (Bruker Daltonics) oraz spektrometru mas MALDI-TOF/TOF
,UltrafleXtreme” (Bruker Daltonics). W pierwszym etapie badan w celu zwigkszania
mozliwo$ci identyfikacyjnych analizowanych biatek jadu pszczelego testowano przydatnosé
strategii oczyszczania opartych o kombinatoryczne biblioteki peptydowe (ProteoMiner, Bio-
Rad) oraz ekstrakcj¢ do fazy statej z wykorzystaniem koncéwek ekstrakcyjnych (OMIX,
Agilent). Do tego celu wykorzystano badania profilowania peptydowego w zakresie mas od
900 do 4500 Da w trybie reflektronowym, co zapewnito uzyskanie wysokiej rozdzielczosci i
duzej dokladnos$ci analizowanych mas. Analiza otrzymanych widm masowych wykazala, ze
zastosowanie obu strategii Oczyszczania pozwala na stwierdzenie obecno$ci nowych,
wczesniej nieobserwowanych zwigzkow. Stosujac rdzne drogi przygotowania probek jadu,
stwierdzono obecno$¢ 62 unikalnych wcze$niej maskowanych peptydow po zastosowaniu
strategii OMIX oraz 26 unikalnych peptydéw po zastosowaniu strategii ProteoMiner.
Swiadczy to o duzej komplementarno$ci wynikéw otrzymanych po zastosowaniu powyzszych
strategii wzbogacania i oczyszczania probek. Rowniez analiza elektroforetyczna On-Chip
wykazala dobrag wydajnos$¢ zastosowanych metod przygotowania probek. Jedng z gtdéwnych
zalet tej metody w stosunku do klasycznej elektroforezy zelowej jest wyeliminowanie
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czasochtonnych procedur oraz minimalizacja zuzycia odczynnikow 1 badanych préobek.
Badania prowadzono w zakresie mas od 5 do 250 kDa. Na wirtualnym obrazie zelowym
otrzymanym w wyniku analizy oczyszczonych probek jadu za pomoca technologii OMIX
wyraznie wida¢ nowe prazki odpowiadajace biatkom w zakresie mas powyzej 40 kDa. W
przypadku probek wzbogacanych z uzyciem strategii ProteoMiner réwniez zaobserwowano
nowe pasma w zakresie od 10 do 150 kDa niewidoczne w probkach nieoczyszczanych.

W kolejnym etapie badan podjeto probe charakterystyki probek jadu pszczelego w
oparciu o strategi¢ shotgun. Probki jadu pszczelego trawione byly trypsyna, a powstata
mieszanina peptydow rozdzielana byta za pomoca kapilarnej chromatografii cieczowej na 192
frakcje 1 nastgpnie poddawana analizie za pomocg tandemowej spektrometrii mas MALDI-
TOF/TOF. Zastosowanie ptytek MALDI typu PAC (Prespotted AnchorChip, Bruker
Daltonics), ktorych spoty pokryte sa specjalnie przygotowang matryca i kalibrantami
odpowiednimi do badania na MALDI-TOF/TOF, pozwolito na identyfikacj¢ 18 biatek jadu.
Ptytka PAC dedykowana jest jednak do wykorzystania przy szybkich skryningowych
analizach, a piSmiennictwo przytacza wiele badan wskazujacych na jej gorsze wtasciwosci w
porownaniu z klasyczng ptytkg AnchorChip (Bruker Daltonics) [81-84]. Mozliwosc¢
zastosowania na plytce AnchorChip wigkszej ilosci nakladanej wraz z analitem matrycy
opartej na HCCA, oraz wspolnej ich krystalizacji powoduje, ze prowadzone z jej uzyciem
badania stajg si¢ dokladniejsze, co pozwala z kolei na zwigkszenie ilosci identyfikowanych
zwigzkow jadu pszczelego [85]. Wykorzystanie ptytki Anchorchip pozwolilo na
zidentyfikowanie az 26 bialek jadu pszczelego Zastosowanie technologii ProteoMiner
doprowadzito do identyfikacji kolejnych 4 wczes$niej maskowanych biatek wchodzacych w
sktad jadu pszczelego (biatko podobne do karboksypeptydazy X-prolilowej, prekursor
peptydyl-prolil cis-trans izomerazy B, biatko podobne do receptora reninowego, izoforma 1
kalretikuliny), a technologia OMIX pozwolita na stwierdzenie obecno$ci jednego dotychczas
niescharakteryzowanego  biatka  (LOC100577054). Wskazuje to na  znaczng
komplementarno$¢ wynikow uzyskiwanych powyzszymi drogami.

Stosujac powyzszg metodyke w sumie zidentyfikowano 33 biatka jadu pszczelego
pozyskiwanego metodg impulséw elektrycznych. Li i wsp. zidentyfikowali w takim samym
materiale zaledwie 17 bialek stosujac zar6wno metodyke bottom up z wstepnym rozdzialem
za pomocg elektroforezy zelowej (14 zidentyfikowanych biatek) jak i shotgun (15
zidnetyfikowanych biatek) [86]. W badaniach tych poréwnywano sktad jadu pszczelego
pozyskiwanego dwiema metodami: za pomoca impulséw elektrycznych oraz ekstrahowanego
z gruczotow jadowych. Zasugerowano, ze jad otrzymywany bezposrednio z gruczotow
jadowych zawiera wiecej sktadnikow biatkowych w zwigzku z mozliwoscig dostania si¢ do
tego materialu sktadnikow tkanek uszkodzonego zbiornika jadowego. Jednakze obecne
badania dowiodly, ze bialka identyfikowane przez zespot Li i wsp. [86] tylko w jadzie
pozyskiwanym z gruczotu jadowego obecne byly réwniez w jadzie zbieranym metoda
impulsow elektrycznych. Rozbieznosci te spowodowane byly prawdopodobnie roéznicami
pomigdzy zastosowang metodyka rozdziatu chromatograficznego. W niniejszych badaniach
probki jadu pszczelego rozdzielane byly na 192 frakcje i nastgpnie poddawane analizie
MALDI-TOF/TOF-MS. Natomiast w cytowanej pracy analizowano zaledwie 7 frakcji z
uzyciem techniki LC-Q@-TOF-MS. Fakt ten wyraznie wptynal na liczb¢ rozdzielonych i
zidentyfikowanych biatek jadu.
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W celu ustalenia homologii nowoodkrytych, niescharakteryzowanych biatek jadu
pszczelego (LOC408666, LOC725074, LOC725163, LOC100577054) z proteomami innych
organizmow zastosowano program BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), ktory stuzy
m. in. do okreslenia regionéw podobienstwa pomig¢dzy sekwencjami aminokwasow biatek
hipotetycznych i biatek wystepujacych w innych organizmach
(http://blast.nchbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). W przypadku biatka kodowanego przez gen Apis
mellifera LOC408666 potwierdzono homologie z hipotetycznymi biatkami kodowanymi
przez geny obecne u Apis florea (pszczota kartowata), Camponotus floridanus (gatunek
mrowki gmachowki), Megachile rotundata (miesierka lucernéwka) i Nasonia vitripennis
(gatunek pasozytniczej osy). Dla biatka kodowanego przez gen LOC725074 wykazano
najwyzsza zgodno$¢ z Apis florea, Solenopsis invicta (mrowka ogniowa) oraz Bombus
terrestris (trzmiel ziemny). W przypadku sekwencji aminokwasowej biatka kodowanego
przez gen LOC100577054 stwierdzono podobienstwo z proteomem Bombus terrestris, a dla
hipotetycznego biatka LOC725163 nie znaleziono zadnego istotnie statystycznego
podobienstwa.

Zaproponowana w powyzszych badaniach proteomiczna strategia shotgun w
potaczeniu z réznymi procedurami wzbogacania i oczyszczania probek takimi jak:
kombinatoryczne biblioteki peptydowe oraz ekstrakcja do fazy statej doprowadzita do
identyfikacji 33 réznych biatek wchodzacych w sklad jadu pszczelego. Wsrdd nich
potwierdzono obecnos$¢ 11 z 12 znanych alergenow jadu pszczelego oraz zidentyfikowano 4
dotad niescharakteryzowane biatka jadu. Przedstawiona metodyka umozliwia otrzymanie
komplementarnych danych w proteomicznej charakterystyce ztozonych matryc pochodzenia
naturalnego.

3.4.3. Proteomiczna charakterystyka jadu pszczelego w oparciu o laczone
techniki LC-MALDI-TOF/TOF MS i LC-ESI-QTOF MS

Niezaleznie prowadzone badania proteomiczne jadu pszczelego przez rézne grupy
naukowcow potwierdzity obecnos¢ w tym produkcie dziesigtek niescharakteryzowanych
biatek mogacych pehic role zwigzkéw o wlasciwosciach toksycznych i/lub alergicznych [61,
62, 86-88]. Problem analizy tak ztozonego materialu biologicznego moze by¢ cze$ciowo
rozwigzany poprzez zastosowanie roznych strategii wzbogacania probki oraz wykorzystanie
technik tgczonych LC-MS [89]. Pomimo wykorzystania odpowiednich metod deplecji i
oczyszczania, przed analiza MS probki jadu musza by¢ dodatkowo rozdzielone. W
odniesieniu do zakresu dynamicznego biatek w ztozonych matrycach biologicznych takich jak
jad pszczeli, identyfikacja wszystkich biatek nie jest mozliwa przy zastosowaniu pojedynczej
techniki proteomicznej [88]. Dlatego tez kolejnym etapem prac byto okreslenie sktadu jadu
pszczelego za pomocg technik 1aczonych LC-MALDI-TOF/TOF i LC-ESI-QTOF
poprzedzonych wzbogacaniem probki poprzez zastosowanie kombinatorycznych bibliotek
peptydowych (ProteoMiner, Bio-Rad). Analizy LC-MALDI prowadzono na zestawie
sktadajacym si¢ z chromatografu ,,EASY-nLC II” (Bruker Daltonics), kolektora frakcji
,Proteineer-fc  II” (Bruker Daltonics) oraz spektrometru mas MALDI-TOF/TOF
,UltrafleXtreme” (Bruker Daltonics). Analizy LC-ESI wykonywano z uzyciem zestawu
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zlozonego z chromatografu cieczowego nRSLC (Dionex) oraz spektrometru mas Impact 11
(Bruker Daltonics). Widma MS/MS uzyskane z uzyciem dwoch technik LC-MALDI i LC-
ESI byly przetwarzane w oparciu o platform¢ ProteinScape 3.1. Do identyfikacji biatek
wykorzystano baz¢ danych NCBInr z taksonomicznym dopasowaniem do Apis mellifera.
Przy wyszukiwaniu bialek uwzgledniono nastepujace modyfikacje potranslacyjne: oksydacja
metioniny, histydyny oraz tryptofanu; metylacja kwasu asparaginowego oraz kwasu
glutaminowego; dioksydacja metioniny; deaminacja asparaginy i glutaminy; transformacja
glutaminy do kwasu piroglutaminowego oraz stala modyfikacja — karbamidometylacja
cysteiny. Gtéwne sktadniki jadu takie jak melittyna i fosfolipaza A, blokujg miejsca wigzania
do ligandow C18 fazy stalej kolumny chromatograficznej. Dlatego uzycie strategii
ProteoMiner byto w petni uzasadnione, poniewaz spowodowato to wzrost stezenia w probce
zwigzkow obecnych w niskich stezeniach co umozliwito ich identyfikacje. Zastosowana w
badaniach nowa strategia pozwolita na otrzymanie czterech roéznych sekwencyjnie
eluowanych frakcji biatkowych jadu, zamiast jednej frakcji wykorzystywanej we wczedniej
prowadzonych badaniach. Zaproponowana nowatorska metodyka byta po raz pierwszy
wykorzystana w proteomicznych badaniach jadu pszczelego i pozwolita na znaczne
zmniejszenie zakresu dynamicznego peptydowych i biatkowych sktadnikow tego produktu.
Metoda frakcjonowania jadu pszczelego w oparciu 0 CPLL pozwolita zidentyfikowaé
dodatkowo 75 biatek w przy uzyciu techniki LC- MALDI MS oraz 79 bialek w oparciu o
technike LC-ESI-Q-TOF MS, w poréwnywaniu z analizag surowego jadu. Zestawienie
wynikoéw identyfikacji biatek zaréwno z analizy surowego jadu oraz 4 frakcji CPLL
pozowolito otrzyma¢ 135 unikalnych biatek w technice LC-ESI oraz 27 unikalnych biatek w
technice LC-MALDI. Lacznie zidentyfikowano 269 biatek, w tym 49 pszczelich toksyn,
alergendw oraz sktadnikéw bioracych udziat w intoksykacji organizmu. Zwigzki te zostaly
zakwalifikowane do klas enzymow takich jak: esterazy, proteazy, peptydazy, hydrolazy,
inhibitory proteaz i glowne biatka mleczka pszczelego. Ponadto zidentyfikowano 34
niescharakteryzowane biatka o nieznanej funkcji. Biatka te zostaty sprawdzone przy pomocy
algortymu BLAST w celu okreslenia homologii sekwencji biatkowych z dostepnymi
sekwencjami w bazach danych. Wytypowano 5 biatek jadu pszczelego, ktoérych sekwencje
wykazaty wysoka homologi¢ z toksycznymi biatkami innych gatunkéw rzedu Hymenoptera.
Biatko kodowane przez gen LOC100576326 wykazywato silne podobienstwo do roéznych
form proteazy serynowej ulegajacej ekspresji u nastgpujacych owadow zadlacych: Apis
dorasta (pszczota olbrzymia), Apis florea (pszczota kartowata), Bombus terrestris (trzmiel
ziemny), Megachile rotundata (miesierka lucernéwka) i Cerapachys biroi (gatunek mrowki).
Dla sekwencji aminokwasowej kodowanej przez gen LOC100577725 stwierdzono homologi¢
z hitynazami takich organizméw jak: Cerapachys biroi oraz Nasonia vitripennis.
Niescharakteryzowane dotad biatko kodowane przez gen LOC100578816 wykazato istotne
dopasowanie z neurotoksyng obecng u gatunku mréwki zniwiarki, Pogonomyrmex barbatus.
Analiza sekwencji aminokwasowej kodowanej przez gen LOC725074 pozwolita na
stwierdzenie podobienstwa z omega-konotoksyna wielu gatunkow z rzedu owadow
btonkoskrzydtych. Wykazano takze, ze biatko kodowane przez gen LOC100578392 posiada
konserwatywng domeng identyczng z nadrodzing alergenow o nazwie: insect allergen related
repeat superfamily. Powyzsze wyniki toruja droge do dalszej szczegotowej analizy korelacji
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pomiedzy strukturg, a funkcja biatek z wykorzystaniem danych otrzymanych w wyniku analiz
toksyn i alergené6w owadow z rzedu Hymenoptera w oparciu o spektrometri¢ mas.

Pomimo dhugiej listy 269 zidentyfikowanych zwiazkow, w ramach niniejszych badan
nie udalo si¢ zidentyfikowa¢ wszystkich bialek obserwowanych w badaniach jadu
prowadzonych przez innych naukowcow [90]. Réznice te moga wynika¢ z wykorzystania
réznych metod przygotowania probki [91] do badan oraz zastosowania réznych metod LC-
MS. Lepsza rozdzielczo$¢ spektrometru FT-ICR-MS wykorzystanego w badaniach
prowadzonych przez zespot Van Vaerenbergh’a [90] w porownaniu do ESI-QTOF-MS oraz
MALDI-TOF/TOF-MS (odpowiednio 2-3 i 5-10 razy wyzsza) zwigksza bowiem mozliwosci
identyfikacyjne peptydow wymywanych z kolumny chromatograficznej w tym samym czasie.
Rozbieznosci w otrzymywanych wynikach moga by¢ takze spowodowane odmiennymi
metodami pozyskiwania probek jadu [86] oraz zmienno$cig sezonowa tych probek [92].

Potaczenie technik jonizacji MALDI i ESI, zaowocowato identyfikacja licznych
biatek, co nie byto mozliwe do osiggnigcia za pomoca jednej techniki analitycznej. Podkresla
to komplementarnos¢ wybranych metod. W odniesieniu do danych literaturowych,
zastosowana strategia doprowadzita do identyfikacji biatek 1 peptydéw obecnych w jadzie
pszczelim nie obserwowanych wczesniej przy pomocy technik LC-MS [61, 93, 94].
Nowoodkryte biatka moga petni¢ rolg nie tylko zwigzkow o wiasciwosciach toksycznych i
alergicznych, ale takze jako substancje o potencjalnym dziataniu farmakologicznym. Mimo,
ze wigkszo§¢ wykrytych biatek pozbawionych jest toksycznego dziatania i obecne sg one w
jadzie w ilosciach §ladowych, powinny by¢ one brane pod uwage w pelnej charakterystyce
ztozonej odpowiedzi organizmu na uzadlenie przez pszczote miodna.

3.5. Zastosowanie strategii analityczno-bioinformatyczno-klinicznej w badaniach
odpowiedzi organizmu na jad pszczeli na poziomie proteomicznym i
metabolomicznym

3.5.1. Badania wplywu jadu pszczelego na aktywnos¢ CYP1A2 w warunkach
in vitro

Uzadlenia przez owady z rzegdu Hymenoptera stanowig powazny problem w praktyce
alergologicznej. Pomimo wielu badan prowadzonych w dziedzinie alergologii i toksykologii,
mechanizm odpowiedzi organizmu na uzadlenie przez pszczot¢ miodng wcigz nie jest w pelni
wyjasniony. Na podstawie dostepnego pisSmiennictwa wiadomo, ze istnieja wzajemne
interakcje pomigdzy uzadleniem przez pszczole a przyjmowanymi lekami. Cytochromy P450
stanowig rodzing enzymoéw wystepujacag powszechnie we wszystkich organizmach zywych,
zaroOwno u prokariontéw, jak i eukariontow, w tym u cztowieka. Bialka te sg zaangazowane w
biotransformacje¢ okoto 90% wszystkich $§rodkow farmaceutycznych, zaréwno tych
stosowanych u ludzi, jak 1 u zwierzat [95-98]. Najwazniejszymi izoenzymami
uczestniczacymi w metabolizmie lekéw sa CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6,
CYP2E1 i CYP3A4. Nie tylko substancje lecznicze powoduja zmiang aktywnosci CYP450,
ale takze niektore toksyny zawarte m.in. w dymie tytoniowym czy jadzie rozgwiazdy z
gatunku Acanthaster planci (korona cierniowa), a takze skladniki pokarmowe [95, 99-101].
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Roéznice w cigzkosci reakcji na uzadlenie przez pszczote moga zatem wynikaé nie tylko z
r6éznic migdzyosobniczych i1 wystgpowania czynnikow ryzyka takich jak podeszly wiek czy
choroby uktadu sercowo-naczyniowego, ale moga by¢ ponadto zwigzane ze stosowang
farmakoterapig. Wykorzystanie jadu pszczelego w leczeniu réznych schorzen oraz
immunoterapii stwarza konieczno$¢ przebadania tego surowca pod katem wptywu na enzymy
metabolizujace leki, by zapobiec wystepowaniu groznych dla zdrowia pacjenta interakcji.

Celem badan byto okreslenie wptywu jadu pszczelego oraz jego gldéwnego sktadnika —
melittyny - na aktywnos¢ enzymu CYP1A2 w warunkach in vitro. W wyniku wptywu jadu
pszczelego na aktywnos$¢ enzymoé6w metabolizujacych leki moze dojs¢ do zmniejszenia
skuteczno$ci stosowanej farmakoterapii lub nasilenia dziatan niepozadanych stosowanych
lekow. Inhibicja lub indukcja CYP1A2 przez jad pszczeli moze stanowi¢ wskazanie do
zastgpienia lekoOw metabolizowanych przez ten enzym innymi o podobnym dziataniu lub
moze spowodowac konieczno$§¢ monitorowania stezenia danego leku we krwi pacjenta
podczas immunoterapii oraz podczas stosowania preparatow zawierajacych jad pszczeli.

Do badan inhibicji wykorzystano zestaw CYP1A2/CEC High Throughput Inhibitor
Screening Kit (BD Biosciences). Do badan wykorzystano 20 probek jadu pszczelego
pochodzacych z roéznych lat i z réznych zroédet. Metoda oparta byta na pomiarze fluorescencji
produktu reakcji enzymatycznej (3-cyjano-7-hydroksykumaryna) powstatlego w wyniku
dziatania cytochromu CYP1A2 na substrat (3-cyjano-7-etoksykumaryna) w obecnosSci
inhibitora w réznych st¢zeniach (jad pszczeli, melittyna). Jako wzorcowy inhibitor
wykorzystano furafyling. Na podstawie otrzymanych wynikéw obliczana byta warto§¢ I1C50,
réwna stezeniu inhibitora powodujacego zahamowanie aktywnosci cytochromu P450 w 50%.
Wartosci IC50 dla réznych probek jadu pszczelego wzgledem CYP1A2 réznily sig,
przyjmujac wartosci z zakresu od 0,13 pg/ml do 2,38 pg/ml ($rednia=0,74 pg/ml). Rzad
wielkosci wartos¢ IC50 dla probek jadu pszczelego byt porownywalny do otrzymanej
wartosci IC50 dla furafyliny, ktora wynosita 1,53 pg/ml. Dowodzi to silnych wlasciwosci
inhibitorowych jadu pszczelego wzgledem CYP1A2. W przypadku melittyny wykazano, ze
wartos¢ IC50 wynosi 41,04 pg/ml. Otrzymane wyniki wskazuja na to, ze melittyna
stosunkowo stabo w poréwnaniu do jadu pszczelego hamuje aktywno$s¢ CYP1A2. Mozna
zatem przypuszczac, ze za inhibicje cytochromu CYP1A2 w przypadku jadu pszczelego
odpowiadaja inne jego sktadniki. W zwigzku z tym, Zze wartosci IC50 dla r6znych probek jadu
pszczelego wykazuja stosunkowo duza zmienno$¢ nalezy podejrzewal, Ze jest ona
spowodowana roznicami w sktadzie badanych probek jadu pszczelego. Dostepna literatura
oraz badania wlasne dowodza, ze sktad jadu pszczelego moze si¢ zmienia¢ w zaleznosci od
wieku pszczol, linii pszczot, miesigca oraz roku pozyskiwania probek [21].

Podczas uzadlenia przez pszczole miodng do organizmu ofiary zostaje wprowadzone
od 50-150 pg jadu [102, 103]. Z kolei w trakcie immunoterapii majgcej na celu odczulenie
pacjenta z alergig na jad pszczeli podawane sg rézne dawki poczatkowe (0,001-0,1 pg jadu)
oraz podtrzymujgce (100-200 pg jadu) w =zaleznosci od rodzaju terapii [104-108].
Uwzgledniajac, ze wartosci IC50 badanych probek jadu mieszcza si¢ w granicach od 0,13
pg/ml do 2,38 pg/ml nalezy wnioskowaé, iz ilosci jadu wprowadzone do organizmu
wynoszace od kilkudziesigciu do kilkuset pg moga hamowaé CYP1A2.

Otrzymane wyniki powinny zwro6ci¢ uwagg na problem mozliwych interakcji
pomiedzy skladnikami jadu pszczelego a prowadzong terapiag. W przypadku inhibicji
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enzymow CYP450 szczegdlng uwage nalezy zwrdci¢ na leki o waskim indeksie
terapeutycznym, takie jak teofilina [109]. W zwiazku z zahamowaniem CYP1A2 przez jad
pszczeli, moze doj$¢ do nasilenia dziatan niepozadanych w trakcie terapii teofiling lub innymi
lekami metabolizowanymi przez ten izoenzym. Na podstawie dostgpnego pismiennictwa
wiadomo, ze u pacjentdéw poddawanych immunoterapii zaleca si¢ odstawienie lekéw z grupy
inhibitorow konwertazy angiotensyny oraz B-blokeréw, poniewaz przyjmowanie tych lekow
zwigksza ryzyko ciezkiej reakcji anafilaktycznej po uzadleniu przez pszczote [110-112].
Jednakze lista substancji mogacych potencjalnie interferowaé z jadem pszczelim moze
obejmowac takze leki z innych grup. Uzyskane dane powinny stanowi¢ podstawe do dalszych
badan majacych na celu pelne wyjasnienie mechanizmu hamowania CYP1A2 przez jad
pszczeli. Ponadto nalezy zbada¢ wplyw tego surowca na inne izoenzymy z rodziny CYP450,
co zwigkszy bezpieczenstwo i skutecznos¢ stosowanej farmakoterapii.

3.5.2. Badania wplywu uzadlenia przez pszczote miodna (Apis mellifera) na
profil wolnych aminokwasow w surowicy ludzkiej

Wyniki prowadzonych badah metabolomicznych przyczyniaja si¢ do poszerzania
wiedzy na temat zlozonej reakcji organizmu na patofizjologiczne bodzce, co z kolei moze
przyczynié¢ si¢ do opracowania nowych strategii diagnostycznych [113, 114]. Dotychczas
przeprowadzone badania sugeruja, ze aminokwasy (AA) moga hamowac reakcje pomiedzy
przeciwciatami IgE, a alergenami [115]. Zatem oznaczanie profili aminokwaséw w ptynach
ustrojowych stanowi potencjalne malo inwazyjne narzgdzie diagnostyczne chorob
alergicznych [116].

Aminokwasy s3 gldownymi skladnikami peptydéw, biatek i fosfolipidow. Moga
réwniez pehi¢ funkcje prekursoréw (amin biogennych, glukozy, hemu), neuroprzekaznikow
oraz donoréw grupy aminowej. Wiadomo takze, ze zmiany w dostepnosci AA maja powazny
wplyw na procesy komoérkowe takie jak: sygnalizacja komoérkowa, ekspresja gendw oraz
transport aminokwasow [117]. Profile wolnych AA zalezne sg od zmian metabolicznych,
ktore odzwierciedlaja fizjologiczny badz patofizjologiczny stan organizmu [118]. Wykazano,
ze na ich stezenie w surowicy mogg mie¢ wplyw rdzne stany chorobowe, m. in. niewydolnos¢
watroby [119, 120], choroby nowotworowe [121-125], cukrzyca [126] oraz choroby uktadu
pokarmowego [127]. Zmiany w profilach wolnych AA moga odnosi¢ si¢ nie tylko do
zwigkszenia lub zmniejszenia stezenia pojedynczych zwigzkow w pltynach ustrojowych, ale
réwniez moga dotyczy¢ ich catych grup (AA rozgalezione lub aromatyczne).

Profilowanie metabolitéw obecnych w surowicy krwi za pomoca metod spektrometrii
mas stalo si¢ w ostatnich latach obiecujgcym narzedziem umozliwiajagcym badanie ztozonych
zmian na poziomie metabolomicznym [128]. Moze przyczyni¢ si¢ to do zrozumienia reakcji
organizmu na uzadlenie przez pszczote i1 pozwoli¢ na uzyskanie dodatkowych informacji w
diagnostyce alergii na jady owadow blonkoskrzydtych (Hymenoptera). Dlatego celem
kolejnego etapu badan byta ocena wptywu uzadlenia na profil wolnych aminokwasow w
ludzkiej surowicy. Probki surowicy przeznaczone do badan pobrano od 27 ochotnikdéw
pszczelarzy w ciagu 3 godzin od uzadlenia przez pszczole (grupa badana). Grupe kontrolng
stanowilo 27 probek surowicy pobranych od pszczelarzy, po uplywie co najmniej 6 tygodni
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od ostatniego uzadlenia. Oznaczanie stezenia wolnych aminokwaséw w badanych probkach
surowicy przeprowadzono z uzyciem metodologii aTRAQ® (AB Sciex) [128] przy
wykorzystaniu spektrometru mas typu potrojny kwadrupol - 4000 QTRAP (AB Sciex)
sprzezony z wysokosprawnym chromatografem cieczcowym 1260 Infinity (Agilent
Technologies). Dzigki wykorzystaniu trybu MRM (ang. multple reaction monitoring,
monitorowanie reakcji wielokrotnych), ktory zapewnia wysoka czulo$¢ i specyficznosé
detekcji, mozliwa byta ilosciowa analiza 42 aminokwasdéw (zar6wno proteinogennych, jak i
nieproteinogennych) bez konieczno$ci pelnego rozdziatu chromatograficznego wszystkich
oznaczanych zwigzkow. Do zalet metody nalezy wysoka specyficznos¢, krotki czas analizy w
porownaniu do innych technik analizy aminokwaséw, mata objgtos¢ probki biologicznej
wymagana do wykonania oznaczen, duza ilo§¢ analitow oznaczana w jednym cyklu
analitycznym oraz niska granica wykrywalnosci. W celu uwiarygodnienia otrzymanych
danych zoptymalizowana metoda LC-ESI-QqQ MS zostala poddana walidacji. Wszystkie
parametry walidacyjne (granica wykrywalno$ci, granica oznaczalno$ci, liniowo$¢ i zakres
metody, precyzja, doktadnos¢) potwierdzity, ze zastosowana metodyka odpowiada wymogom
dla wynikow badan probek biologicznych z wykorzystaniem technik LC-MS.

Do przeprowadzenia wstgpnych analiz statystycznych wykorzystano pakiet
statystyczny Statistica. Zaawansowane analizy chemometryczne przeprowadzono w oparciu o
pragram MetaboAnalyst 2,0 (www.metaboanalyst.ca) [129] oraz program ROCCET
(www.roccet.ca) [130]. Analiz¢ jednoczynnikowg (testy t-studenta) wykorzystano do
sprawdzenia statystycznie istotnych roéznic pomiedzy stezeniami badanych AA w surowicy
krwi o0sob uzadlonych i grupy kontrolnej. Do wyznaczenia czynnikéw réznicujacych jak i
klasyfikacji badanych grup pszczelarzy wykorzystano analiz¢ SAM (ang. significance
analysis of microarray, analiza istotno$ci mikromacierzy) oraz analiz¢ PLS-DA (ang. partial-
least squares discriminant analysis, analiza dyskryminacyjna z metoda czastkowa
najmniejszych kwadratow). W celu zmniejszenia systematycznych réznic pomigdzy danymi
oraz zwigkszenia wydajnosci analiz statystycznych ocena bioinformatyczna wynikow zostata
poprzedzona normalizacjg oraz transformacja surowych danych. Testy t-studenta wykazatly
statystycznie istotne roznice pomig¢dzy analizowanymi grupami uzadlonych 1 nie uzadlonych
dla kwasu glutaminowego (p<0,001), glutaminy (p<0,001), 3-metylohistydyny (p=0,022) i
metioniny (p=0,024). Analizy SAM oraz PLS-DA rowniez potwierdzity wyrazny podziat
pomiedzy grupa pszczelarzy bezposrednio po uzadleniu, a grupa kontrolng. Ponadto
wykazano, ze na rozdzial powyzszych grup najwickszy wplyw maja kwas glutaminowy,
glutamina, 3-metylohistydyna oraz metionina, co jest zgodne z wynikami otrzymanymi za
pomocy analizy jednoczynnikowej. W celu okreslenia wartosci granicznych dla najbardziej
réznicujacych aminokwaséw zbudowano krzywe ROC (Receiver Operating Characteristic) na
podstawie ktorych stwierdzono, ze stezenie glutaminy na poziomie 396,0 uM/l pozwala
odrozni¢ dwie analizowane grupy ze specyficzno$cig i czutoscig 90%, pole powierzchni pod
krzywa, AUC=0,912.

Kwas glutaminowy jest neuroprzekaznikiem o dziataniu pobudzajacym [131, 132].
Pelni on rowniez bardzo wazng role w procesach energetycznych wchodzac w cykl Krebsa
oraz biosynteze¢ kwasu y-aminomastowego (neurotransmitera hamujacego w modzgu).
Wysokie stezenia kwasu glutaminowego stwierdzane sg w bolach gtowy i innych chorobach
neurologicznych [133, 134]. Podwyzszony poziom tego kwasu w surowicy pszczelarzy

25



bezposrednio po uzadleniu przez pszczole jest prawdopodobnie zwigzany z reakcja stresowg
organizmu oraz stymulacja uktadu nerwowego. Z drugiej strony obnizony poziom glutaminy
bezposrednio po uzadleniu mozna wyjasni¢ tym, iz kwas glutaminowy moze by¢
syntetyzowany za posrednictwem glutaminazy z glutaminy przy jednoczesnym wytwarzaniu
amoniaku. Ponadto spadek stezenia glutaminy mozna tlumaczy¢ uposledzeniem zdolno$ci
buforowania organizmu spowodowanym toksycznym dziataniem jadu pszczelego. Wiadomo
bowiem, ze glutamina jest aminokwasem posiadajagcym wiasciwosci buforujgce oraz bierze
ona udziat w transporcie azotu [135]. W rezultacie prowadzi to do procesu detoksykaciji,
poniewaz azot pochodzacy z metabolizowanych aminokwaséw jest wiaczany do cyklu
mocznikowego w komorkach watroby. W zwigzku z powyzszym spadek stezenia glutaminy
w surowicy krwi bezposrednio po uzadleniu przez pszczole sugeruje jej mozliwy udziat w
usuwaniu skutkéw toksycznego dziatania jadu wprowadzonego do krwioobiegu.

Przeprowadzone badania wykazaly, ze zastosowanie ztozonej strategii analityczno-
bioinformatyczno-klinicznej opartej na najnowszych metodach spektrometrii mas umozliwia
poszerzenie wiedzy na temat odpowiedzi organizmu na uzadlenie przez pszczole na poziomie
metabolomicznym. Przedstawione podej$cie pozwalajace na oznaczanie 42 aminokwasow w
surowicy krwi oraz chemometryczng ocen¢ otrzymanych danych rzuca nowe $wiatto na
podstawy metaboliczne reakcji na uzadlenia przez owady btonkoskrzydte.

3.5.3. Badania wplywu uzadlenia przez pszczole miodna (Apis mellifera) na
profil peptydomiczny w surowicy ludzkiej

Opracowanie precyzyjnego i doktadnego algorytmu postepowania w diagnostyce
alergii na jady owaddéw z rzedu Hymenoptera stanowi powazny problem w praktyce
alergologicznej [136]. Oznaczanie stezenia przeciwcial IgE oraz testy skorne sg obecnie
rutynowo stosowanymi badaniami wykorzystywanymi w ocenie odpowiedzi organizmu na
uzadlenie [137-140]. Jednakze testy te nie pozwalaja na postawienie jednoznacznej diagnozy
z uwagl na ich niskg specyficznos¢. W zwiazku z tym wcigz trwaja prace majace na celu
pelne wyjasnienie mechanizmoéw reakcji na toksyczne i alergenne sktadniki jadu. Do tej pory
nie byto prowadzonych proteomicznych lub peptydomicznych badan w tym zakresie.

Wykorzystanie osiaggni¢¢ proteomiki stanowi jedno z najbardziej obiecujacych podejs¢
w analizie potencjalnych biomarkeréw. Poszukiwanie charakterystycznych wskaznikow
zaréwno fizjologicznego jak i patofizjologicznego stanu organizmu zwigzanego z chorobami
alergicznymi takimi jak astma oraz przewlekla obturacyjna choroba pluc moze doprowadzi¢
do wprowadzenia dokladnych i specyficznych metod diagnostycznych, a takze umozliwié
mato inwazyjne monitorowanie przebiegu choroby [141, 142]. Proteomika kliniczna wyr6znia
dwa podejscia w poszukiwaniu biomarkerow. W strategii klasycznej w pierwszym etapie
badan dokonuje si¢ rozdzialu biatek z wykorzystaniem dwukierunkowej elektroforezy
zelowej. Nastepnie za pomocg tandemowej spektrometrii mas identyfikowane sg pojedyncze
biatka roznicujace, mogace petni¢ role potencjalnych biomarkeréw [143]. Drugie podejscie
proteomiki klinicznej, opiera si¢ na uzyskiwaniu z probek biologicznych widm catosciowych,
czyli profili peptydowych lub biatkowych z wykorzystaniem metody MALDI (ang. matrix
assisted laser desorption ionization, jonizacja przez desorpcj¢ laserowa wspomagana matrycg)
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lub SELDI (ang. surface enhanced laser desorption ionization, jonizacja przez
powierzchniowo wzmocniong desorpcje laserowa). Taka analiza nie skupia si¢ na
identyfikacji pojedynczego, konkretnego zwigzku, ale na calo$ciowej analizie probki i
charakteryzuje si¢ wyzsza specyficznosciga [144]. Jednakze zlozono$¢ materiatu
biologicznego, w tym réwniez probek surowicy, jest duzym wyzwaniem w badaniach
proteomicznych. Albuminy, immunoglobuliny, apolipoproteiny oraz kilkanascie innych
rodzajow bialek stanowig razem okoto 95% wszystkich zwigzkéw biatkowych surowicy.
Zwigzki te nie maja znaczenia diagnostycznego i stanowig balast w badaniach majacych na
celu poszukiwanie biomarkeréw [145]. Problem ten moze by¢ cze$ciowo rozwigzany poprzez
zastosowanie réznych metod deplecji, ktore umozliwiaja usuni¢cie z analizowanej matrycy
zwigzkéw obecnych w duzych stezeniach przy jednoczesnym zageszczeniu zwigzkow
znajdujacych si¢ w ilosciach sladowych [80, 146].

Celem badan bylo okreslenie profili peptydowych probek surowicy pochodzacych od
0sO6b bezposrednio po uzadleniu i nieuzadlonych. Grupa 27 probek od uzadlonych
ochotnikéw byta zbierana w ciggu trzech godzin od uzadlenia przez pszczole. Grupe
kontrolng stanowily probki od tych samych os6b zbierane po minimum 6 tygodniach od
ostatniego uzadlenia. Profile peptydowe badane byly z uzyciem spektrometru mas MALDI-
TOF/TOF-MS, UltrafleXtreme (Bruker Daltonics) w zakresie mas od 1 do 10 kDa. Deplecj¢
przeprowadzono za pomoca kulek magnetycznych wykorzystujacych mechanizm wymiany
jonowej oraz koncowek do mikropipet ZipTip i OMIX opartych o ekstrakcje¢ do fazy stalej z
wykorzystaniem zloza C18. Do klasyfikacji probek oraz do wyznaczenia optymalnego
modelu dyskryminacyjnego wykorzystano program chemometryczny ClinProTools 3.0
(Bruker Daltonics). Uzyto 3 algorytméw: szybkiego Klasyfikatora (ang. quick classifier, QC),
algorytmu genetycznego (ang. genetic algorithm, GA), nadzorowanych sieci neuronowych
(ang. supervised neural network, SNN) oraz krzywa ROC (ang. receiver operating
characteristic). Dla powyzszych algorytmoéw wyznaczono walidacje krzyzowa oraz zdolno$¢
rozpoznawania, natomiast dla krzywej ROC pole powierzchni pod krzywa AUC (ang. area
under the curve). Zastosowanie szybkiego klasyfikatora bedacego jednoczynnikowym
algorytmem klasyfikacyjnym pozwolito na otrzymanie wysokich wartosci walidacji
krzyzowej oraz zdolnosci rozpoznawania dla wszystkich trzech strategii wzbogacania probek.
W przypadku oczyszczania probek za pomoca technologii OMIX byto to odpowiednio
94,81% oraz 94,64%. Rowniez wieloczynnikowe analizy (GA 1 SNN) umozliwity
rozroznienie dwoch badanych grup probek z wysoka trafnoscig prognostyczng (walidacja
krzyzowa > 97%, zdolno$¢ rozpoznawania = 100% dla probek oczyszczanych z uzyciem
strategii OMIX). Wcze$niej przeprowadzone badania wykazaty, ze widma MS otrzymane po
oczyszczaniu probek za pomoca strategii ZipTip charakteryzujg si¢ wyzszym stosunkiem
sygnatu do szumu w poréwnaniu do widm otrzymanych po wzbogacaniu probek za pomoca
kulek magnetycznych [147]. Wykazano takze, ze jako$¢ widm MS otrzymanych po
oczyszczaniu probek z wykorzystaniem koncéwek do mikropipet ZipTip i OMIX opartych o
ekstrakcje do fazy statej jest porownywalna, co potwierdza niniejsze wyniki. Zastosowanie
krzywych ROC do klasyfikacji probek oraz wyznaczania czynnikow rdznicujacych
umozliwito wytypowanie 10 peptydéw dajacych AUC = 1, co umozliwito najlepsza mozliwa
predykcje z czutoscig i specyficznoscia na poziomie 100% (wartosci m/z =
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1277,60 Da; 1436,01 Da; 5656,11 Da; 6432,84 Da; 6472,15 Da; 6528,35 Da; 6631,08 Da;
6432,89 Da; 6631,19 Da i 6632,70 Da). Dla probek przygotowanych z uzyciem kulek
magnetycznych klasyfikatorem o najlepszej wartosci dyskryminacyjnej byl peptyd o masie
2120,29 Da (AUC = 0,97), a uzycie technologii ZipTip pozwolito na uzyskanie AUC = 0,9
dla peptydu o masie = 1277,49 Da.

Od pierwszego doniesienia w 2002 dotyczacego wykorzystania SELDI w diagnostyce
raka [148], ukazalo si¢ wiele publikacji potwierdzajagcych mozliwos¢ potencjalnego
wykorzystania metod MALDI i SELDI w badaniach r6znych choréb [149-152]. Jednocze$nie
krytykowano powyzsze metody za niskg odtwarzalno$¢ wynikéw pomiedzy laboratoriami.
Natomiast niniejsze analizy wykazaly, ze metoda MALDI-TOF-MS jest odpowiednim
narz¢dziem shuzacym do badania odpowiedzi organizmu na jad pszczeli. Wszystkie uzyte
modele statystyczne pozwolity na rozroéznienie dwoch analizowanych grup z wysokim
poziomem istotnosci, co potwierdza wptyw uzadlenia przez pszczole na profil peptydomiczny
ludzkiej surowicy. Dlatego badania profili peptydowych w oparciu o spektrometri¢ mas
poprzedzone odpowiednim przygotowaniem probek do badan oraz wsparte zaawansowang
analizag chemometryczng umozliwiajg zrozumienie reakcji organizmu na fizjologiczne lub
patofizjologiczne bodZce na poziomie proteomicznym lub peptydomicznym.

3.6. Podsumowanie

Nadrzednym celem przeprowadzonych badan byto opracowanie nowatorskiego modelu
analizy jadu pszczelego z wykorzystaniem technik taczonych wspartych zaawansowana
analizag chemometryczng. Przedstawiona zlozona strategia analityczno-bioinformatyczno-
kliniczna oparta na najnowszych osiagnieciach w dziedzinie spektrometrii mas oraz
nowoczesnych metodach rozdzielczych moze da¢ podstawy do wdrozenia unikalnych badan
umozliwiajacych pelng charakterystyke proteomiczno-metabolomiczng ztozonych matryc
pochodzenia naturalnego. Dowiedziono, Zze nowoopracowane metody rozdzialu i analizy
glownych sktadnikow jadu pszczelego z uzyciem wysokosprawnej elektroforezy kapilarnej
bardzo dobrze nadaja si¢ do standaryzacji surowca [A2] oraz badania jego wlasciwosci
biologicznych, w tym aktywno$ci hialuronidazy [A3]. Zaproponowana w niniejszych
badaniach wieloptaszczyznowa strategia objeta optymalizacje i opracowanie nowatorskich
metod proteomicznej charakterystyki jadu pszczelego w oparciu o techniki spektrometrii mas
z jonizacja MALDI i ESI [Al, A5, A8]. Przeprowadzone badania wykazaty, ze
nowoopracowane i zoptymalizowane metody oparte na najnowszych technikach LC-
MALDI-TOF/TOF-MS oraz LC-ESI-QTOF-MS pozwalaja na  uzyskanie
komplementarnych danych proteomicznych [A8]. Dowiedziono, ze analiza z zastosowaniem
innowacyjnych metod LC-MS poprzedzona odpowiednim oczyszczaniem i zaggszczaniem
probek pozwala na stwierdzenie obecnosci maskowanych wczesniej peptydow i biatek oraz
identyfikacj¢ nowych niescharakteryzowanych zwigzkow jadu pszczelego o potencjalnych
wlasciwo$ciach biologicznych (w tym nowych zwigzkow o dziataniu toksycznym i
alergennym). Doktadne poznanie sktadu jadéw owadow z rzedu Hymenoptera moze
przyczyni¢ si¢ do poprawy diagnostyki i leczenia alergii na drodze immunoterapii.
Immunoterapia prowadzona jest z wykorzystaniem jadu owada, ktorego uzadlenie wywotato
reakcje anafilaktyczng. Jednakze w niektorych przypadkach trudne jest stwierdzenie owada —
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sprawcy uzadlenia, gdyz pacjenci nie s3 w stanie w sposob jednoznaczny okresli¢ jego
gatunek. Obecnie stosowane metody diagnostyczne wykorzystujace oznaczanie Swoistych
przeciwcial skierowanych przeciwko calemu jadowi nie pozwalajg na réznicowanie reakcji
krzyzowych 1 podwojnego uczulenia [136]. Z kolei diagnostyka oparta na komponentach
alergenowych daje mozliwosci trafnego rozpoznania alergii na konkretny jad owada [153].
Zatem warunkiem rozwoju takich narzedzi diagnostycznych jest peilne poznanie proteomu
jadu pszczelego oraz petna charakterystyka wszystkich jego alergenow.

Zaprezentowany model badawczy zaktadal rowniez analize reakcji organizmu na jad
pszczeli zarobwno w warunkach in vitro jak i in vivo. Wykazano, ze jad pszczeli oraz jego
gtowny sktadnik — melittyna, hamuja izoenzym cytochromu P450, CYP1A2 [A6]. Uzyskane
wyniki zwracaja uwage na mozliwo$¢ wystgpienia interakcji pomigdzy jadem pszczelim oraz
jego sktadnikami, a stosowanymi lekami metabolizowanymi przez powyzszy enzym. Z kolei
rezultaty pionierskich analiz chemometrycznych danych proteomicznych [A7] i
metabolomicznych [A4] otrzymanych w wyniku badan prébek surowicy krwi (pobranych od
uzadlonych przez pszczoty pacjentow i od pacjentow z grupy kontrolnej), przyczyniaja si¢ do
poszerzenia wiedzy odnosnie patomechanizméw towarzyszacych odpowiedzi organizmu na
uzgdlenie. Wiedza ta uzupeiniona o dane kliniczne pozwoli na przyspieszenie rozwoju prac
majacych na celu poszukiwanie biomarkeréw alergii na jad owadéw btonkoskrzydtych, co w
konsekwencji moze doprowadzi¢ do postgpdw w dziedzinie diagnostyki medycznej.
Zaprezentowane badania wpisujg si¢ w nowoczesny nurt wenomiki, ktora jest dziedzing
biologii molekularnej wykorzystujaca narz¢dzia proteomiczne do okreslania skladu i
wiasciwosci jadow. Paradoksalnie pomimo tego, ze ukaszenie przez pszczote moze wywotac
natychmiastowa reakcje toksyczng lub alergiczna, jad moze by¢ rowniez zrédtem zwigzkow o
potencjalnych korzystnych wtasciwosciach biologicznych. W zwigzku z tym przedstawione
wieloplaszczyznowe badania tego surowca daja dalsze mozliwo$ci w opracowywaniu nie
tylko szczepionek przeciwalergicznych ale takze preparatow o wlasciwosciach
terapeutycznych.
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4. Omowienie pozostalych osiggnie¢ naukowo-badawczych
4.1. Dzialalno$¢ naukowo-badawcza przed uzyskaniem stopnia doktora

W 2000 roku rozpoczatem studia na Wydziale Farmaceutycznym Akademii
Medycznej im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu. Juz od drugiego roku studiow, rozpoczatem
prace w Studenckim Kole Naukowym przy Katedrze i Zaktadzie Chemii Nieorganicznej 1
Analitycznej pod kierunkiem prof. dr hab. Zenona J. Kokota. W czerwcu 2006 roku
uzyskatem tytut magistra farmacji na podstawie pracy pt. “Spektroskopowe
I chromatograficzne badania sktadu jadu pszczoty miodnej (Apis mellifera L.) w zaleznos$ci
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od warunkéw atmosferycznych. Wskazania do standaryzacji preparatu”, promotor: prof. dr
hab. Zenon J. Kokot, Katedra i Zaktad Chemii Nieorganicznej i Analitycznej. W kwietniu
2010 roku obronitem prace doktorska pt. ,,Bioanalityczne badania jadu pszczelego”. Badania
finansowane byly ze $rodkow na nauke w latach 2008/2009 jako projekt badawczy nr
1807/B/P01/2008/35. W migdzyczasie odbytem 2 zagraniczne staze naukowe. Pierwszy z
nich mial miejsce w Johnson&Johnson Pharmaceutical Research and Development,
Department for Analytical Development, Beerse w Belgii. Drugi staz odbylem w Martin-
Luther-Universitét, Institut fiir Pharmazie, Halle-Wittenberg w Niemczech.

4.2. Dzialalno$¢ naukowo-badawcza po uzyskaniu stopnia doktora (niezwiazana z
habilitacja)

W ramach wspoélpracy naukowej z Katedra i Zaktadem Farmacji Klinicznej i
Biofarmacji Uniwersytetu Medycznego im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu biore udziat w
badaniach okres$lajacych chronofarmakokinetyke ksenobiotykdéw. Przyktadowym lekiem jest
propofol dla ktoérego zoptymalizowatem metod¢ oznaczania w surowicy ludzi 1 zwierzat
oparta na HPLC-FLD. Wyniki prowadzonych badan zostaty opublikowane w postaci 4 prac
oryginalnych, ktorych jestem wspotautorem. Kolejna praca dotyczaca tej tematyki jest po
pozytywnych recenzjach.

Kolejnym nurtem badan zwigzanych z monitorowaniem stezen lekow i ich
metabolitow we Krwi jest moj udziat w analizie takrolimusu przy wykorzystaniu metody LC-
MS. Badania prowadzone sg w ramach realizowanego grantu finansowanego przez Narodowe
Centrum Nauki: ,,Znaczenie czynnikow farmakogenetycznych w indywidualizacji terapii przy
zastosowaniu lekow immunosupresyjnych w przeszczepach nerek”, nr projektu:
2011/03/B/NZ7/06550, kierownik projektu: dr n. farm. Anna Bogacz, projekt realizowany w
latach 2012-2015. Ponadto jestem wykonawca grantu finansowanego przez Narodowe
Centrum Nauki: ,,Proces dojrzewania organizmu, farmakogenetyka oraz metabolomika jako
czynniki determinujace profil farmakokinetyczny 1 farmakodynamiczny alfa-agonistow w
populacji  pacjentow  oddziatu  intensywnej terapii  dziecigcej”., nr  projektu:
2015/17/B/INZ7/03032, kierownik projektu: dr hab. n. farm. Pawel Wiczling, projekt
realizowany od 24.07.2015 do 23.07.2018. W ramach niniejszego projektu jestem
zaangazowany w badania st¢zenia deksmedetomidyny we krwi w oparciu o metod¢ LC-MS.

Bior¢ udziat w proteomicznych i metabolomicznych badaniach ptynow ustrojowych
cztowieka w oparciu 0 metody spektrometrii mas (surowica, osocze, mocz, ptyn mozgowo-
rdzeniowy, ptyn tzowy) prowadzonych w Katedrze 1 Zakladzie Chemii Nieorganicznej i
Analitycznej Uniwersytetu Medycznego im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu. Badania maja
na celu poszukiwanie biomarker6w wybranych chorob takich jak: rak prostaty, rak jajnika,
rak ptuca, cukrzyca kobiet ciezarnych. Pracuj¢ takze nad optymalizacjg 1 wdrazaniem nowych
metod oczyszczania 1 zageszczania probek biologicznych. Ponadto bior¢ udzial w
opracowywaniu innowacyjnych metod rozdziatu i analizy biatek z wykorzystaniem technik
taczonych w oparciu o spektrometri¢ mas. Jestem wykonawca grantu finansowanego przez
Narodowe Centrum Nauki: ,Proteomiczno-metabolomiczna strategia poszukiwania
biomarkerow choréb nowotworowych ukladu plciowego z wykorzystaniem metod
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spektrometrii mas”, nr projektu: 2014/15/B/NZ7/00964, kierownik projektu: prof. dr hab. n.
farm. Zenon J. Kokot, projekt realizowany w latach 2015-2018.

4.3. Udzial w projektach naukowych

10.

2015/17/BINZ7/03032 — ,,Proces dojrzewania organizmu, farmakogenetyka oraz
metabolomika jako czynniki determinujgce profil farmakokinetyczny i
farmakodynamiczny alfa-agonistow w populacji pacjentoéw oddzialu intensywne;j
terapii dziecigcej”. Grant NCN , OPUS” realizowany od 24.07.2015 do
23.07.2018. Kierownik: dr hab. n. farm. Pawet Wiczling

2014/15/BINZ7/00964 — ,,Proteomiczno-metabolomiczna strategia poszukiwania
biomarkeréow choréb nowotworowych uktadu ptciowego z wykorzystaniem metod
spektrometrii mas”. Grant NCN ,,OPUS” realizowany od 24.07.2015 do
23.07.2018. Kierownik: prof. dr hab. n. farm. Zenon J. Kokot, wykonawca: dr n.
farm. Jan Matysiak

ID: 304242 - ,Opracowanie testow diagnostycznych, prognostycznych i
predykcyjnych ptaskonabtonkowych rakow krtani w oparciu o analize
epigenetyczna, proteomiczng 1 metabolomiczng”. Grant NCBiR

»STRATEGMED” zlozony dnia 17.09.2015. Lider projektu: Uniwersytet
Medyczny im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu. W trakcie recenzji.
502-14-03307415-08973 - ,,Zastosowanie metod deplecji w proteomicznej analizie

jadu pszczelego”, uczelniany projekt realizowany w latach 2013-2015. Kierownik:
dr n. farm. Jan Matysiak

2012/05/B/NZ7/02535 — , Proteomiczna analiza marker6w wystgpienia alergii na
jad owadéw btonkoskrzydtych (Hymenoptera)”. Grant NCN realizowany od
15.02.2013 do 14.02.2016. Kierownik: prof. dr hab. Zenon J. Kokot, gldéwny
wykonaweca: dr n. farm. Jan Matysiak

2011/03/B/NZ7/06550 — ,Znaczenie czynnikow farmakogenetycznych w
indywidualizacji terapii przy zastosowaniu lekéw immunosupresyjnych w
przeszczepach nerek”. Grant NCN realizowany w latach 2012-2015. Kierownik: dr
n. farm. Anna Bogacz

502-14-03307415-08973 - ,Oznaczanie aktywnoSci enzymatycznej jadu
pszczelego”, uczelniany projekt realizowany w latach 2011-2012. Kierownik: dr n.
farm. Jan Matysiak

NN405 674640 — ,,Fizykochemiczne, proteomiczne i biochemiczne badania jadu
pszczelego”. Grant wlasny MNiSW realizowany od 17.05.2011 do 16.05.2014.
Kierownik: prof. dr hab. Zenon J. Kokot, gtéwny wykonawca: dr n. farm. Jan
Matysiak

NN405180735 - ,,Bioanalityczne badania jadu pszczelego”, grant promotorski
MNISW realizowany od 16.10.2008 do 26.04.2010. Kierownik: prof. dr hab.
Zenon J. Kokot, gtowny wykonawca: dr n. farm. Jan Matysiak
501-01-03307415-08973 - »Spektroskopowe, chromatograficzne i
mikrobiologiczne badania jadu pszczelego”, uczelniany projekt realizowany w
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latach 2008-2009. Kierownik: prof. dr hab. Zenon J. Kokot, gtowny wykonawca:
mgr Jan Matysiak

4.4. Odbyte staze i szkolenia

e Bruker Daltonics, Brema Niemcy. Szkolenie: MALDI Basic Operator Training Course
,Proteomics”- using UltrafleXtreme (11.11.2013 — 14.11.2013)

e Bruker Daltonics, Brema Niemcy. Szkolenie: MALDI Supplementary Operator
Training Course ClinProTools (03.12.2013)

e Bruker Daltonics, Brema Niemcy. Szkolenie: MALDI-TOF Advanced Operator
Training Course ,,LC-MALDI” (04.12.2013 — 06.12.2013)

o StatSoft Polska, Krakéw. Kurs z zakresu statystyki ,,Analizy wielowymiarowe”
(28.10.2010 — 29.10.2010)

e StatSoft Polska, Krakow. Kurs z zakresu statystyki ,,Analiza wariancji” (25.10.2010 —
26.10.2010)

e StatSoft Polska, Krakow. Kurs z zakresu statystyki ,,STATISTICA kurs podstawowy”’
(27.09.2010 — 28.09.2010)

e Martin-Luther-Universitét, Institut fiir Pharmazie, Halle-Wittenberg, Niemcy. Staz:
zastosowanie spektrometrii mas MALDI-TOF oraz ESI-Q-TOF w bioanalizie
(03.11.2008 — 21.11.2008)

e Johnson&Johnson Pharmaceutical Research and Development, Department for
Analytical Development, Beerse, Belgia. Staz: opracowywanie metod badan wielkos$ci
czastek proszkéw 1 zawiesin innowacyjnych lekow metoda dyfrakcji laserowej
(01.07.2004 — 30.09.2004)

5. Dzialalnosé dydaktyczna

e | rok kierunek farmacja — autorski fakultet przygotowany wraz z prof. dr. hab.
Zenonem J. Kokotem: ,,Chemia w zyciu codziennym (80 godzin)

e |l rok kierunek farmacja — autorski fakultet opracowany i prowadzony przeze mnie:
,,Produkty pszczele — dziatanie i zastosowanie w lecznictwie” (90 godzin)

e |V rok kierunek farmacja — autorski fakultet przygotowany wraz z prof. dr. hab.
Zenonem J. Kokotem i wspotpracownikami z Katedry i Zakladu Chemii
Nieorganicznej i Analitycznej: ,,Proteomika i metabolomika” (20 godzin)

e | rok kierunek farmacja — program angloj¢zyczny (Pharm D). General & Inorganic
Chemistry. Seminaria — 5 godzin, ¢wiczenia — 36 godzin.

e Kierownik/opiekun 9 prac magisterskich na kierunku farmacja oraz 1 na kierunku
Pharm D (program anglojezyczny)

e Od roku akademickiego 2014/2015 — opiekun Studenckiego Kota Naukowego
Proteomiki i Metabolomiki
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6. Nagrody i wyroznienia

e Nagroda =zespolowa J.M. Rektora Uniwersytetu Medycznego im. Karola
Marcinkowskiego w Poznaniu za cykl publikacji naukowych w roku akademickim
2011/2012.

e Nagroda zespotowa J.M. Rektora Uniwersytetu Medycznego im. Karola
Marcinkowskiego w Poznaniu za cykl publikacji naukowych dotyczacych
bioanalitycznych badan jadu pszczelego (2010).

e Tytul honorowy: AMICUS STUDENTIUM, przyznany przez Rad¢ Uczelniang
Samorzadu Studenckiego w imieniu studentow Wydzialu Farmaceutycznego UMiKM
w Poznaniu za wyjagtkowe zaangazowanie w proces dydaktyczny i przychylny
stosunek do mtodziezy akademickiej (2010).

e Medal J.M. Rektora Akademii Medycznej im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu
za zashugi w rozwdj studenckiego ruchu naukowego, aktywng prac¢ spoleczng i
organizacyjng oraz bardzo dobre wyniki w nauce (2006).

e Wyrdznienie Zarzadu Studenckiego Towarzystwa Naukowego, Akademii Medycznej
im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu (2006).

e Wyréznienie w XLI Konkursie Prac Magisterskich Wydzialu Farmaceutycznego z
Oddziatem Analityki Medycznej, Akademii Medycznej im. Karola Marcinkowskiego
w Poznaniu (2006).

7. Recenzje prac naukowych

Do chwili obecnej sporzadzilem 14 recenzji na rzecz nastgpujacych czasopism
naukowych: Journal of Proteome Research (1), Metabolomics (1), Journal of Pharmaceutical
& Biomedical Analysis (8), Toxins (1), Arabian Journal of Chemistry (1), Chromatographia
(1), Medical News ().

8. Opieka naukowa nad doktorantami w charakterze opiekuna naukowego lub
promotora pomocniczego

Jestem promotorem pomocniczym rozprawy doktorskiej mgr Agaty Swiatly pt.
”Wybrane strategie proteomiczne w poszukiwaniu wskaznikow choréb nowotworowych
uktadu ptciowego.”. Promotor: prof. dr hab. Zenon J. Kokot. Przewod doktorski wszczeto
decyzja Rady Wydzialu Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego im. K.
Marcinkowskiego w Poznaniu nr 89 z dnia 09.03.2016 r.
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