Wykorzystanie spektroskopii oscylacyjnej do klinicznych badan lipidow
i lipoprotein krwi czlowieka

Streszczenie

Zespot metaboliczny to stan kliniczny, ktory charakteryzuje si¢ jednoczesnym
wystepowaniem otytosci brzusznej, podwyzszonego ci$nienia tg¢tniczego oraz zaburzonej
gospodarki weglowodanowej i lipidowej, przejawiajacej si¢ podwyzszonym st¢zeniem frakcji
lipoprotein LDL (low density lipoprotin) i obnizonym HDL (high density lipoprotein).
Czynniki te prowadza do zmian miazdzycowych, grozacych zawatem mig$nia sercowego lub
udarem niedokrwiennym mozgu. Standardowa diagnostyka dyslipidemii obejmuje jedynie
podstawowe oznaczenia: cholesterol frakcji LDL, HDL i calkowity oraz triglicerydy. Zgodnie
z badaniami klinicznymi w przypadku typu dyslipidemii zwigzanej z podwyzszonym
stezeniem triglicerydow, a cholesterolem czgsto w normie, te parametry nie daja informacji
o ilosci 1 zmienionej strukturze lipoprotein. U niektorych pacjentdéw, pomimo wynikow
mieszczacych si¢ w normie, rozwijaja si¢ zmiany miazdzycowe zagrazajace zyciu. Badania
wykazaty, ze odpowiedzialna za to jest obecnos¢ patologicznych podklas frakcji lipoprotein
VLDL (very low density lipoprotin), LDL i HDL.

Lipoproteiny zbudowane sa z triglicerydow (TG), cholesterolu, fosfolipidéw i biatek.
PoszczegdIne frakcje roznig si¢ od siebie nie tylko funkcja, rozmiarem czgstek 1 ich ggstoscia,
ale takze proporcjami wymienionych skiadnikow. Zaburzenia w ich sktadzie przyczyniaja si¢
do powstawania patologicznych podklas lipoprotein. Podwyzszone st¢zenie kwasow
thuszczowych takze sprzyja si¢ ich pojawianiu. Dlatego wazne jest okre$lenie tzw. wolnych
kwasow tluszczowych zwigzanych nie z lipoproteinami, ale z albuming, ktora jest
uniwersalnym transporterem czasteczek o charakterze hydrofobowym.

Celem niniejszej pracy bylo zbadanie mozliwosci zastosowania bardziej dostepne]
spektroskopii  oscylacyjnej, zwlaszcza spektroskopii absorpcyjnej w podczerwieni,
ale rowniez Ramana, do wykrywania patobiologii lipidow i lipoprotein surowicy krwi.
Zadania te sg istotne nie tylko punktu widzenia inzynierii biomedycznej, ale réwnicz
potencjalnej aplikacji medyczno-diagnostycznej.

Aby zrealizowa¢ cel pracy, spektroskopiec FTIR-ATR i Ramana wykorzystano
do oznaczania zawartosci TG przenoszonych przez frakcje VLDL (TG-VLDL) bezposrednio
w surowicy krwi, bez koniecznosci izolacji frakcji czasochtonng metoda ultrawirowania.
W tym celu z probek krwi od 31 pacjentek wyizolowano frakcje VLDL poprzez
ultrawirowanie. W wyizolowanych probkach frakcji oznaczono stezenie TG-VLDL
standardowg metodg kolorymetryczng. Zarejestrowano takze widma FTIR-ATR i Ramana
surowicy krwi, na ich podstawie stworzono odpowiednie modele kalibracyjne
z wykorzystaniem chemometrycznej metody regresji PLS (ang. partial least-squares).
Modele kalibracyjne zwalidowano potwierdzajac zgodno$¢ metod spektroskopii oscylacyjnej
Z metodg referencyjng.

Zbadano takze wpltyw zawartosci PL we frakcji VLDL na jej podatno$¢ na agregacje.
W wylizolowanych z surowicy 22 pacjentdow metoda ultrawirowania probkach frakcji VLDL
oznaczono referencyjng metoda kolorymetryczng zawarto$¢ PL. Zawartos¢ PL oznaczona
tak ze zostala przy uzyciu spektroskopii FTIR-ATR. Agregacje lipoprotein wywotano poprzez
jej mechaniczne wytrzgsanie, a postgp agregacji mierzono spektrofotometrycznie jako wzrost
ekstynkcji przy diugosci fali 680 nm. Rejestrowano takze widma FTIR-ATR probek frakcji
po agregacji. Wykazano, ze wicksza zawarto§¢ PL sprzyja zwigkszeniu podatnosci
na agregacje, w wyniku ktorej obserwowane byly takze zmiany w strukturze drugorzgdowej
apolipoprotein - biatek wchodzacych w sklad czastek VLDL.



Sprawdzono rdwniez jak zmienia si¢ struktura drugorzedowa albuminy pod wptywem
wigzania FA. Albumina, bedaca uniwersalnym biatkiem transportowym, posiada zdolnosé¢
wigzania do 9 czgstek FA, w zaleznoSci od dilugosci lancucha alifatycznego. Zazwyczaj
stosunek molowy FA do albuminy miesci si¢ w zakresie od 0,2 do 2,0 mol/mol, jednak
po positku, w wyniku wysitku fizycznego lub w przebiegu niektorych chorob metabolicznych
wskaznik ten moze by¢ wyzszy. Zbadano, jak zmienia si¢ zawarto$¢ struktur a-helikalnych
albuminy przy rosngcym stosunku molowym FA wzgledem albuminy w zakresie od 0 do 20
mol/mol. Wyniki skonfrontowano z danymi krystalograficznymi dostgpnymi w Protein Data
Bank (PDB), ktore zawieraja jednak jedynie informacje dla albuminy calkowicie wysyconej
FA. Nasze rezultaty wskazuja na szybko rosnaca zawarto$¢ struktur o-helikalnych albuminy
wraz z zawartoScig FA rosngca od 0 do 2 mol/mol i wzglgdng stabilno$¢ struktur
do 9 mol/mol, co jest zgodne z symulacjami przeprowadzonymi na drodze dynamiki
molekularnej. Wyniki wskazujg na przydatno$¢ spektroskopii FTIR-ATR w badaniu ilosci FA
zwigzanych z albuming, co jednak powinno zosta¢ potwierdzone dalszymi badaniami
na surowicy krwi lub surowicy pozbawionej lipoprotein, bedacej jednym z produktow
ultrawirowania.

Spektroskopie FT-IR uzyto tez do zbadania zmian oksydacyjnych zachodzacych
w lipidach osocza w modelu zwierzgcym (owce rasy merynos polski). Zmiany oksydacyjne
wywolywane byly przez poddawanie zwierzat zabiegom hemodializy, prowadzacym
do aktywacji uktadu odpornosciowego i wydzielania przez neutrofile reaktywnych form tlenu
w ramach niespecyficznej reakcji immunologicznej. Podczas trwania hemodializy pobierano
probki krwi 1 izolowano osocze. Metodg referencyjna mierzono zmiang zawartoSci
metabolitow uszkodzonych oksydacyjnie lipidow w osoczu. Ponadto ekstrahowano z niego
calkowita frakcje lipidowa, a nastgpnie rejestrowano jej widma FTIR-ATR 1 oznaczano
parametry zwigzane z ich oksydacja. Badania wykazaty zgodno$¢ miedzy obiema metodami
oraz przydatno$¢ spektroskopii FTIR do monitorowania uszkodzen oksydacyjnych lipidow.

Podsumowujac, przeprowadzone dos§wiadczenia dowiodly uzytecznos$ci spektroskopii
oscylacyjnej w badaniu lipidow 1 lipoprotein krwi. Moze by¢ ona z powodzeniem uzywana
w badaniu stresu oksydacyjnego i peroksydacji lipidow osocza wywotanej hemodializa,
oznaczaniu zawartosci TG-VLDL bezposrednio w surowicy krwi bez konieczno$ci
ultrawirowania, fosfolipidow we frakcji VLDL, badaniu zmian strukturalnych apolipoprotein
i albuminy. Dowiedziono rowniez ze zwickszona zawarto$¢ fosfolipidow zwigksza podatnosc¢
lipoprotein VLDL na agregacje.

Spektroskopia oscylacyjna jest powszechnie dostepna ze wzgledu na relatywnie niski
koszt aparatury. Nie wymaga réwniez uzycia drogich odczynnikéw ani specjalnych
warunkéw pomiaru, pozwalajac na szybka rejestracje widm probek o niewielkiej objetosci
Zalety te czynig spektroskopie oscylacyjna, zwlaszcza FTIR-ATR, przyjazng dla aplikacji
klinicznych.



