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Klasyczne przygotowanie probki do badania, polegajace na ekstrakcji substancji
badanej z materiatu biologicznego, zazwyczaj jest dtugotrwatym i skomplikowanym
procesem. Obecnie dazy sie do uproszczenia tych procedur, zmniejszajgc tym samym
ingerencje w strukture i sktad prébki. Metodg ktdra odnosi coraz wieksze sukcesy na swiecie
i staje sie dopetnieniem, a nawet alternatywg dla klasycznych technik, jest obrazowanie za
pomocg spektrometrii mas (MSI - Mass Spectrometry Imaging). W metodzie tej zrédto jonow
oddziatuje na powierzchnie odpowiednio przygotowanego skrawka tkanki, co powoduje
desorbcje czgsteczek z tkanki z jednoczesnym zapisem informacji co do dystrybucji sygnatu.
Dane te s3g nastepnie przeksztatcane do postaci dwuwymiarowej mapy intensywnosci
sygnatu na powierzchni analizowanej prébki, zazwyczaj stosujac kolorystyczny gradient
pozwalajgcy na okreslenie poziomu intensywnosci sygnatu w danym miejscu.

Gtéwna zaletg MSI jest mozliwo$¢ analizy szerokiego spektrum molekut bezposrednio
z fragmentu tkanki z jednoczesnym zachowaniem ich selektywnosci, w szczegdlnosci przy
zastosowaniu czutych i wysokorozdzielczych analizatorow mas. Pozwala to na poréwnanie
chociazby ekspresji biatek i peptydéw u osobnikéw zdrowych oraz obarczonych choroba.
Dodatkowo, analizowane molekuty nie podlegajg  koniecznosci  znakowania
radioizotopowego czy derywatyzacji chemiczne;.

Celem mojej pracy doktorskiej byto opracowanie warunkéw obrazowania

endogennych peptyddw w tkankach zwierzecych metodg spektrometrii mas MALDI-MSI.



Pierwszym etapem moich badan byta optymalizacja metodyki naktadania matrycy na tkanke,
poprzez poréwnanie réznych metod aplikacji matrycy oraz poréwnanie krystalizacji
poszczegblnych matryc, w zaleznosci od stosowanych rozpuszczalnikbw oraz stezen
rozpuszczanej matrycy. Na podstawie uzyskanych wynikéw wyznaczytem odpowiednie
parametry dotyczace rozpuszczalnikdw w roztworach matrycy oraz nadruku jej za pomoca
drukarki chemicznej ChIP-1000. W kolejnym etapie, na podstawie danych literaturowych
oraz wstepnych eksperymentdéw, wyznaczytem metodyke ptukania tkanek przed pomiarem.
Najlepsze efekty uzyskatem przy zastosowaniu 70% i 95% roztworéw etanolu oraz
chloroformu. Opracowane parametry nakfadania matrycy wykorzystatem w celu
zobrazowania dystrybucji peptydéw w skrawkach szczurzego médzgu. Na tym etapie
sprawdzitem takze krystalizacje matrycy na tkance oraz okreslitem warunki pomiaru do
wykonywania eksperymentu obrazowania. Wykonatem takze obrazowanie skrawkéw
pochodzacych ze szczurzego serca, aby uzyskac ogdlny profil molekut w tej tkance. Czes¢ z
otrzymanych sygnatdow charakteryzowata sie indywidualng dystrybucja, a otrzymane dane
mogy by¢ w przysztosci wykorzystane przy poréwnaniu profilébw molekut u osobnikéw
zdrowych oraz w modelu choroby (np. nadcisnienie) w celu wyznaczenia markeréw

chorobowych.

W trakcie prowadzenie badan zauwazytem, ze wykonywanie obrazowania metoda
spektrometrii mas MALDI-MSI na matych tkankach jest czesto kfopotliwe nie tylko ze
wzgledu na ograniczong rozdzielczo$é¢ optyczng spektrometru mas, ale takie z powodu
problemdéw z manipulacjg i przygotowaniem odpowiednich skrawkdéw. Dlatego w moich
badaniach dotyczgcych analizy neuropeptyddéw w przysadce szczura, zastosowatem jako
medium ostonowe kurze 76ttko. Przeprowadzone badania, pokazaty iz metoda ta moze by¢
wykorzystywana do szczegdtowej charakteryzacji molekut obecnych w organie, zaréwno ich
dystrybucji na powierzchni skrawka jak i identyfikacji. Zé6ttko nie powoduje efektu
delokalizacji czgsteczek, a obecne w samym zéitku naturalne lipidy nie interferujg z
bedgcymi obiektem zainteresowania peptydami w przysadce. Metode z wykorzystaniem
kurzego z6ttka zastosowatem do identyfikacji neuropeptydéw. Peptydy o masie >2000 Da
zidentyfikowatem poprzez fragmentacje przeprowadzong bezposrednio na tkance. Moje

badania wskazaty, ze sekwencja szczurzej B-endorfiny otrzymana podczas fragmentacji



przeprowadzonej bezposrednio na tkance (alanina w pozycji 26) rézni sie sekwencji

dostepnej w bazach danych i sprzedawanej jako standard analityczny (walina w pozycji 26).

Wyniki uzyskane w toku moich badan zostaty czesciowo opublikowane w

miedzynarodowym czasopismie Rapid Communications in Mass Spectrometry.



