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RamanSense: Metabolomika oparta na wzmocnionej wymuszonej mikroskopii ramanowskiej
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Motywacja: Wyobraz sobie, ze siedzisz w pojedynczej komdrce, aby obserwowaé
jej wewnetrzne dziatanie, wizualizowac organelle i ztozong interakcje czgsteczek
sygnatowych i odpowiadajqgce im zmiany metaboliczne. Wyobraz sobie, jakg
mialbys moc w diagnostyce chordb cywilizacyjnych, a tym samym w ich leczeniu.

RamanSense to interdyscyplinarny projekt, w ramach ktérego opracowywana jest
nowa technika spektroskopowa. Jest to potaczenie nowej ulepszonej stymulowanej mikroskopii
ramanowskiej (ang. Enhanced Stimulated Raman Microscopy, E-SRM) i nowo zaprojektowanych sond
(znacznikow) ramanowskich, ukierunkowanych na okreslone struktury subkomoérkowe i ich funkcje, ktore
majg by¢ stosowane do badania stanu metabolicznego komorek.

Nowe podejs$cia omiczne, oparte na genomice, transkryptomice, proteomice i metabolomice, moga pomoc w
okresleniu wielu interakcji komorkowych 1 humoralnych, ktore reguluja prawidlowy i nieprawidlowy rozwoj
komorek oraz ich reakcj¢ na stres lub patogeny, ktore charakteryzuja choroby. Podczas gdy genomika ujawnia
mozliwosci komorki, transkryptomika daje poglad na to co planuje zrobi¢, metabolomika pokazuje, co
faktycznie robi komoérka. Jednym z waznych elementéw trafnej diagnozy lub skutecznej identyfikacji
biomarkerow do spersonalizowanej terapii, ktorych nie mozna dostarczy¢ standardowymi metodami
diagnostycznymi, jest ocena stanu metabolicznego komorek, tj. ich funkcji czy fenotypu.

Spektroskopia ramanowska to metoda o0 znaczacym potencjale w rozwoju innowacyjnych technologii
omicznych. Spektroskopia ramanowska jest jednym z fundamentéw analizy molekularnej, zwtaszcza od czasu
pojawienia si¢ pierwszego mikroskopu ramanowskiego w latach 70-tych, po czym nastgpita mozliwos¢
pomiaréw wysokiej rozdzielczosci w 2 i 3 wymiarach. Jest to jedno z najpotezniejszych obecnie dostepnych
narzedzi do analizy in situ organizacji molekularnej zywych komorek. Pozwala na okreslenie ilosci roznych
grup molekularnych, ktore tacznie sktadajg si¢ na widmo ramanowskie probki. Wymuszona spektroskopia
ramanowska jest o kilka rzgdow wielkosci bardziej czuta niz mikroskopia ramanowska oparta na
spontanicznym rozpraszaniu, ale wcigz nie jest wystarczajaco czula i specyficzna do badania zlozonych
procesow zachodzacych wewnatrz komoérek. Dlatego gldéwnym celem RamanSense jest przezwyciezenie
ograniczen metodologicznych i technicznych obrazowania optycznego w wykrywaniu matych organelli i
okreslonych czasteczek w komoérkach poprzez wykorzystanie fizyki, chemii, medycyny, farmakologii,
biologii, inzynierii i analizy danych, aby zastosowac te zaawansowane technologie w naukach o zyciu.
Proponuj¢ przetamaé stereotyp: obrazowanie ramanowskie nie musi by¢é bezznacznikowe. Ponadto mozna
wymusi¢ wzmocnienie sygnatu poprzez dodanie do probki wybranych barwnikow. Dzigki temu pomiary moga
by¢ wykonywane zarowno w sposob znakowany jak i bezznacznikowy, za pomoca E-SRM.

Badania beda prowadzone na dwoch typach komorek uktadu naczyniowego w warunkach in vitro:
adhezyjnych komorkach $rodbtonka i nieadhezyjnych leukocytach. Dysfunkcja $rodblonka wigze sie z
rozwojem wielu chordb cywilizacyjnych, a fenotypowanie leukocytow ma kluczowe znaczenie dla
prawidlowego rozpoznania choréb rozrostowych uktadu krwiotworczego.

W ramach tego multidyscyplinarnego projektu badania potacza:

i) chemig: projektowanie i synteze nowych znacznikow

ramanowskich do wysoce specyficznej 1 czulej detekcji %
subkomorkowej  (dzieki  specyficznemu — wigzaniu  do chemia RamanSense
poszczegblnych czasteczek wewnatrz komorek 1 zawierajacemu e

reporter ramanowski), ii) fizyce: opracowanie nowej techniki E- Preyezonansone

SRM, do szybkich pomiaréw w warunkach

(przed)rezonansowych, a wiec 0 realnym potencjate biomedycyna
diagnostycznym  (poprzez  zastosowanie  specyficznych fizyka lokalizacja zmian
barwnikow o0 absorpcji elektronowej bliskiej dlugosci fali E-SRM: ot
wzbudzenia), iii) biomedycyna: opracowanie metodologii okl komérkach
badania metabolizmu pojedynczych komorek ($rodbtonka i SR

leukocytow) w wybranych modelach (dysfunkcja, stres,
fenotypowanie) w celu $ledzenia metabolizmu komoérkowego, a
tym samym zrozumienia komoérkowego pochodzenia chordb
cywilizacyjnych, takze biataczki, i poprawy ich leczenia.
Nowatorska technika ramanowska, ktora opracujg, jest nie tylko lepsza niz obecnie stosowane, ale umozliwi
analize zywych komorek w celu Sledzenia procesow metabolicznych, i jest niezbedna do lepszego zrozumienia
podstaw rozwoju choréb, i opracowania ulepszonych strategii leczenia.

‘ znakowana i bezznacznikowa E-SRM

[1] https://www.scientistlive.com/sites/scientistlive/files/amsbioprl87-image.png; https://pl.freepik.com/premium-zdjecie/czlowiek-
z-lupa_5443460.htm.




