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1. Wstep i cel projektu

Stan przedrzucawkowy (PE-preeclampsia) jest zespotem objawdw chorobowych pojawiajacym si¢ u
3-7% kobiet cigzarmych. PE jest jedng z gléwnych przyczyn $mierci matki oraz noworodka. Metody,
umozliwiajace wczesna diagnostyke PE wraz z odpowiednig opieka przedporodowa, moglyby sprawié, ze
wiekszo$¢ kobiet cierpigcych na PE zdotataby urodzi¢ zdrowe dziecko. Niestety, nie zostaty w pelni poznane
przyczyny PE, a wspotczesne metody diagnostyczne nie sg dostatecznie czute, aby umozliwi¢ diagnoze tej
choroby na etapie bezobjawowym. Wiadomo, ze PE zwigzana jest z uszkodzeniem podocytow, co w
konsekwencji prowadzi do uszkodzenia nerek. Obecnie uwaza si¢, ze wykrycie podocytow w moczu
(podocytourii) moze by¢ uzyteczng metoda, pozwalajaca na wczesna diagnostyke, a takze umozliwiajaca
prognozowanie dalszego rozwoju choroby.

W ostatnich latach opracowalismy nowatorska analityczng metode pozwalajacg na ponad 100-krotne
obnizenie granic wykrywalnos$ci biomarkeréw peptydowych metodami tandemowej spektrometrii mas (LC-
MS/MS) poprzez derywatyzacje za pomocg znacznikow jonizacyjnych. Gloéwnym celem niniejszego projektu
jest praktyczne zastosowanie tej metody derywatyzacji peptydow do ultraczutego oznaczania markeréw PE w
moczu. Wzrost czuto$ci powinien umozliwi¢ wykrywanie markeréw PE w niewielkiej ilosci moczu pobranego
od pacjentki, bedacej jeszcze przed etapem objawowym. Planujemy réwniez zastosowanie wzmacniaczy
jonizacyjnych znakowanych trwatymi izotopami do badan proteomicznych biatek wystepujacych w moczu dla
wczesnej 1 poznej preeklampsji. Pozwoli to przetestowa¢ mozliwos$¢ zastosowania opracowanych przez nas
odczynnikoéw do wezesnej diagnostyki PE 1 wskaza¢ nowe markery PE. Projekt jest interdyscyplinarny i bedzie
realizowany w ramach wspotpracy naukowej pracownikow Osrodka Badawczo-Rozwojowego,
Wojewodzkiego Szpitala Specjalistycznego we Wroctawiu i Wydziatu Chemii Uniwersytetu Wroctawskiego.

2. Metodologia badan

Probki moczu pobrane od pacjentek z grupy wysokiego ryzyka PE zostana odwirowane, a otrzymany osad
bedzie poddany trypsynizacji. Peptydy otrzymane w wyniku proteolizy zostang poddane derywatyzacji za
pomoca trojpodstawionych soli piryliowych, aby umozliwi¢ ich selektywna detekcje oraz sekwencjonowanie
z wykorzystaniem tandemowej spektrometrii mas sprzgzonej z chromatografem cieczowym Przetestujemy
rOwniez inne wzmacniacze jonizacji zaprojektowane w naszym zespole. Przeprowadzimy identyfikacje
modyfikowanych biomarkeréw PE za pomoca spektrometrii mas, a ich sktad chemiczny zostanie dodatkowo
potwierdzony przez syntezg derywatyzowanych peptydow. Dokonamy réwniez wyboru peptydu, ktory bedzie
petnit role wewnetrznego wzorca 1 otrzymamy jego pochodng ze znacznikiem jonizacyjnym znakowanym
izotopowo. Ten zwigzek bedzie wykorzystany jako wzorzec wewnetrzny w analizie iloSciowej, w celu
okres$lenia granic wykrywalno$ci biomarkerow w metodzie LC-MS/MS. Zastosujemy rowniez derywatyzacje¢
w badaniach proteomicznych hydrolizatéw biatkowych pochodzacych z probek moczu pobranych od tej same;j
pacjentki w réznych fazach PE. Probki pochodzace od ok. 50 pacjentek z grupy wysokiego ryzyka zostang
zebrane w r6znym czasie. Odwirowany osad bedzie poddany trypsynizacji i przechowywany w temperaturze
-80 °C do dalszych badan. Sposrod probek, te, ktore pochodza od pacjentek, u ktorych rozwineta si¢ PE, beda
wykorzystane w dalszych badaniach, a pozostate postuzg jako grupa kontrolna. Jako kontrolg pozytywna
wykorzystamy rekombinowana podocyne. Peptydy izolowane z probek pobranych w réznych stadiach PE
beda derywatyzowane solami piryliowymi zawierajagcymi rézne kombinacje stabilnych izotopow, np. peptydy
wyizolowane z probek moczu pobranych na wezesnym, srednim, p6znym i bardzo pé6znym stadium PE zostang
wyznakowane za pomocg soli 2,4,6-trifenylopiryliowych o naturalnym sktadzie izotopowym, a takze
zawierajacych odpowiednio 5, 101 15 atoméw deuteru. Derywatyzowane probki zostang potaczone i wzgledne
réznice w stezeniu podocyny beda wyznaczone technikg LC-ESI-MS/MS z wykorzystaniem metody
rozcienczen izotopowych.

3. Wpbyw spodziewanych rezultatow na rozwoj nauki, cywilizacji, spoteczenstw

Oczekujemy, ze wyniki naszych badan poszerza wiedz¢ na temat biomarkeréw PE. Spodziewamy sig, ze
proponowana metoda doprowadzi do 100-krotnego obnizenia granic wykrywalnosci biomarkerow, co
umozliwi diagnoz¢ PE juz na etapie bezobjawowym. Mamy tez nadziej¢, ze analiza proteomiczna biatek
obecnych w moczu pozwoli na wykrycie nowych biomarkeréw PE. Wyniki naszych badan przyczynig si¢ do
udoskonalenia diagnostyki PE, co umozliwi wcze$niejsze rozpoczecie leczenia kobiet cierpigcych na PE,
zwigkszajac tym samym przezywalno$¢ noworodkow i matek.



