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Wykaz wykorzystanych skrotow

ALL — ostra biataczka limfoblastyczna (ang. acute lymphoblastic leukemia)

AML — ostra biataczka mieloblastyczna (ang. acute myeloid leukemia)

ATR — ostabione catkowite odbicie (ang. attenuated total reflectance)

AUC - pole powierzchni pod krzywa ROC (ang. area under the curve)

B-ALL — B-komorkowa ALL (ang. B-cell ALL)

CAR-NK — komorki NK z chimerycznym receptorem antygenowym (ang. chimeric
antigen receptor Natural Killer)

CAR-T — komorki T z chimeryczym receptorem antygenowym (ang. chimeric antigen
receptor T-cell)

CD — antygen r6znicowania komérkowego (ang. cluster of differentiation)

CHT - chemioterapia

CLL — przewlekta biataczka limfocytowa (ang. chronic lymphocytic leukemia)

DNA — kwas deoksyrybonukleinowy (ang. deoxyribonucleic acid)

EBV — wirus Epsteina-Barr (ang. Epstein-Barr virus)

EDTA — kwas wersenowy (ang. ethylenediaminetetraacetic acid)

EVs — pecherzyki zewnatrzkomoérkowe (ang. extracellular vesicles)

FAB — francusko-amerykansko-brytyjski (ang. french-american-british)

FC — cytometria przeptywowa (ang. flow cytometry)

FIR — daleka podczerwien (ang. far infrared)

FPA — detektor ogniskowej matrycy (ang. focal plane array)

FT-IR — spektoskopia w podczerwieni z transformatg Fouriera (ang. Fourier transform
infrared spectroscopy)

FTIR-MSP — technika mikrospektroskopii FT-IR (ang. FT-IR microspectroscopy)

HC — zdrowa kontrola

HCA — hierarchiczna analiza skupien (ang. hierarchical cluster analysis)



HEMC - pacjenci ze schorzeniami hematologicznymi innymi niz choroby nowotworowe
HEMC-E — pacjenci grupy HEMC ze zdiagnozowang anemig

HEMC-L — pacjenci grupy HEMC ze zdiagnozowang leukopenia

HEMC-P — pacjenci grupy HEMC ze zdiagnozowang matoptytkowoscia

HEMC-W — pacjenci grupy HEMC ze zdiagnozowang pancytopenia

HHV®6 — ludzi herprewirus typu 6 (ang. human herpesvirus-6)

HIV — ludzki wirus niedoboru odpornosci (ang. human immunodeficiency virus)

HR — grupa wysokiego ryzyka (ang. high-risk)

HTLV-1 — wirus ludzkiej biataczki z komorek T typ 1 (ang. human T-cell

leukemia/lymphoma virus-1)
IG — immunoglobulina (ang. immunoglobulin)
IR — podczerwien (ang. infrared)
KW ANOVA — test Anova Kruskalla-Wallisa
LEUK-PD - pacjenci grupy badanej ze zdiagnozowang biataczka
LH-ALL — ALL z niska hipodiploidia (ang. low hypodiploid ALL)
MCT - rtgciowo-kadmowo-tellurkowy (ang. mercury-cadmium-telluride)
MIR — $rednia podczerwien (ang. mid infrared)
MRD — minimalna choroba resztkowa (ang. minimal residual disease)
NH-ALL — ALL z prawie haploidig (ang. near haploid ALL)
NIR - bliska podczerwien (ang. near infrared)
non-HR — pacjenci spoza grupy wysokiego ryzyka (ang. non-high risk)
OS - wskaznik przezywalnos$ci (ang. overall survival)
OUN - os$rodkowy uktad nerwowy
PC — gtéwna sktadowa/ komponent podstawowy (ang. principal component)
PCA — analiza gtownych skladowych (ang. principal component analysis)
PCR - reakcja tancuchowa polimerazy (ang. polymerase chain reaction)

Ph+ ALL — Philadelphia-dodatnia ALL (ang. Philadelphia+ ALL)



PLS-DA — analiza dyskryminacyjna z uzyciem czg¢sciowych najmniejszych kwadratow
(ang. partial least squares discriminant analysis,)

RNA — kwas rybonukleinowy (ang. ribonucleic acid)

ROC — krzywa charakterystyki operacyjnej odbiornika (ang. receiver operating
characteristic curve)

RS — spektroskopia Ramana (ang. Raman spectroscopy)

SERS — powierzchniowo wzmocniona spektroskopia Ramana (ang. surface enhanced
Raman spectroscopy)

T-ALL—- T-komoérkowa ALL (ang. T-cell ALL)

TCR — receptor komorki T (ang. T-cell receptor)

TKI — inhibitory kinazy tyrozynowej (ang. tyrosine kinase inhibitor)

UMW - test U Manna-Whitneya

UPGMA - algorytm grupy parowanej/metoda niewazonych §rednich potaczen
(ang. unweighted pair group method with arithmetic mean)

VS — spektroskopia wibracyjna (ang. vibrational spectroscopy)

WHO — Swiatowa Organizacja Zdrowia (ang. World Health Organization)



I. Wstep

Rozwdj nowotworu uwazany jest za proces wielostopniowy, zainicjowany
pojawieniem si¢ pojedynczej komorki, ktora ulegta mutacji 1 data poczatek klonowi
nowotworowemu. Nagromadzenie kolejnych mutacji prowadzi do nabycia przez komorke
nowotworowg zdolnosci do niekontrolowanej proliferacji, przetrwania, lokalnego
naciekania (inwazji) i1 przerzutowania. Komoérki nowotworowe dostosowuja swoj
metabolizm tak, aby sprosta¢ zwigkszonemu zapotrzebowaniu na energi¢ 1 skladniki
odzywcze. Adaptacja ta jest procesem ztozonym, nie w pelni poznanym, zwigzanym
migedzy innymi ze zmianami w transdukcji sygnaldw szlakéw metabolicznych czy
modulacjg epigenetyczng. Oprocz opisanej przez Warburga glikolizy beztlenowej
(tzw. efekt Warburga), ktorej towarzyszy zwigkszone wytwarzanie mleczandw,
obserwuje si¢ migedzy innymi zmiany metabolizmu glukozy, glutaminy, zwiekszenie
syntezy kwasow tluszczowych wraz z ograniczeniem ich oksydacji, odpowiadajace
zwigkszonemu zapotrzebowaniu na m.in. glukoze, lipidy czy aminokwasy
wykorzystywane przez komoérki nowotworowe do syntezy kwasow nukleinowych, biatek
czy lipidow. Progresji nowotworu sprzyjaja takze jego mikrosrodowisko - zmienione
fenotypowo pod wplywem komorek nowotworowych komorki swoistej 1 nieswoistej
odpowiedzi  immunologicznej,  fibroblasty, = komoérki naczyn  krwiono$nych

1 limfatycznych, a takze modyfikacje i przebudowa macierzy pozakomorkowej [1,2].

Choroby nowotworowe w populacji dziecigcej wystepuja niezwykle rzadko.
Stanowia okoto 1% zachorowan na choroby nowotworowe we wszystkich grupach
wiekowych. Wedtug danych Swiatowej Organizacji Zdrowia (ang. World Health
Organization, WHO), w 2022 roku na $wiecie odnotowano ponad 275 tysigcy nowych
przypadkéw 1 ponad 105 tysigcy zgonéw w grupie wiekowej do 19 lat [3]. W Polsce
diagnozuje si¢ ok. 1300 przypadkéw rocznie [4,5]. Etiologia nowotworéw wieku
dziecigcego pozostaje w duzej mierze nieznana. Wsrod potencjalnych czynnikow ryzyka
wskazuje si¢ czynniki genetyczne — mutacje dziedziczne i nabyte, czynniki wrodzone
takie jak niska waga urodzeniowa, poézne rodzicielstwo i1 wrodzone anomalie,
wczesniejsza chemioterapie, jak rowniez niekorzystne czynniki §rodowiskowe, narazenie
na toksyczne $rodki chemiczne, wysokie dawki promieniowania jonizujacego czy

przebyte infekcje wirusowe tj. infekcja ludzkim wirusem niedoboru odpornosci



(ang. human immunodeficiency virus, HIV), ludzkimi herperwirusami np. wirusem
Epsteina-Barr (ang. Epstein-Barr virus, EBV) 1 herpreswirusem 6 (ang. human

herpesvirus-6, HHV6) [6,7].

Czesto$¢ wystepowania nowotwordw oraz ich profil u dzieci odbiegajg znaczaco
od tych obserwowanych w populacji dorostych. Ostre biataczki stanowig okoto 28%
wszystkich nowotwordw rozpoznawanych u dzieci, a najczesciej diagnozowane to ostra
biataczka limfoblastyczna (ang. acute lymphoblastic leukemia, ALL) 1 ostra biataczka
szpikowa (ang. acute myeloid leukemia, AML). Uwzgledniajac czgstos¢ wystepowania
dominujg takze guzy osrodkowego uktadu nerwowego (ok. 26%) czy nerwiak zarodkowy
wspotczulny (neuroblastoma, ok. 15%) — najczgsciej diagnozowany nowotwor u dzieci
ponizej pierwszego roku zycia. Chtoniaki obejmuja okoto 12%, a migsaki kosci 1 tkanek
migkkich okoto 13% wszystkich przypadkdéw przy czym najczestsze dla tych drugich sa
odpowiednio osteosarcoma i migsaki Ewinga oraz rhabdomyosarcoma. Guz Wilmsa
(nephroblastoma) wystepuje z czestoscig okoto 5%. Do pozostalych diagnozowanych
typow nalezg guzy germinalne, nowotwory watroby czy nowotwory nabtonkowe. Te
ostatnie dominujg w populacji dorostych stanowigc okoto 85% wszystkich przypadkow
zachorowan [8-11]. W odréznieniu od nowotworéw wystepujacych u dorostych, te
wystepujace u dzieci majg tendencje do intensywnego rozwoju 1 szybkiej mozliwosci
przerzutowania. Kluczowa jest wiec mozliwo$¢ szybkiej diagnostyki 1 wdrozenia leczenia
choroby nowotworowej. Rozwo6j narzegdzi diagnostycznych jak i modyfikacja protokotow
terapeutycznych pozwolily na osiggnigcie wspotczynnikdw przezycia si¢gajacych nawet
90%, jak w przypadku ALL. W terapii choréb nowotworowych stosuje si¢ dzi§ zard6wno
chemioterapi¢, radioterapi¢, leczenie chirurgiczne, jak 1 nowoczesne S$rodki terapii
dopasowane do profilu molekularnego pacjenta oraz immunoterapi¢. Pomimo postepow
w leczeniu, chemioterapia — nadal bedaca podstawowa metodag terapii systemowej
u dzieci — wigze si¢ z wysoka toksycznoscia, ryzykiem powiklan w trakcie leczenia,
a takze poznymi efektami ubocznymi, ktore moga negatywnie wplywac¢ na jakos$¢ zycia

pacjentow w dlugoterminowej obserwacji [12—13].

Rutynowa diagnostyka nowotwordw opiera si¢ o badanie histopatologiczne
zmiany w przypadku guzéw litych badz jak w przypadku chordb rozrostowych uktadu
krwiotworczego, o ocen¢ cytologiczng i oznaczenie immunofenotypu komodrek
nowotworowych. Wspomagajaco stosowane w diagnostyce sg zaréwno laboratoryjne

oznaczenie markerow nowotworowych, techniki cytogenetyczne, biologii molekularne;j
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jak 1 badania obrazowe takie jak tomografia komputerowa czy rezonans magnetyczny.
Najwazniejszym badaniem decydujagcym o diagnozie jest na ogo6t badanie
histopatologiczne, ktore opiera si¢ w duzym stopniu na subiektywnej ocenie przez osobe
wykonujaca badanie 1 wigze si¢ z dlugim czasem niezb¢dnym do uzyskania wyniku [14-

15].

Techniki spektroskopii wibracyjnej jako szybkie, nieinwazyjne, narzedzia
diagnostyczne pozwalaja na biochemiczng analize probki 1 $ledzenie zmian
molekularnych, dzigki czemu znalazty zastosowanie w diagnostyce medyczne;.
Spektroskopia w podczerwieni z transformatg Fouriera (ang. Fourier transform infrared
spectroscopy, FT-IR) i spektroskopia Ramana (ang. Raman spectroscopy, RS) badaja
oddziatywanie promieniowania elektromagnetycznego z drgajacymi molekutami, ktore
selektywnie odpowiednio absorbuja badZz rozpraszaja to promieniowanie. Uzyskany
wynik ma posta¢ widma, przy czym za najistotniejszy w analizie probek biologicznych
uznaje si¢ region nazywany molekularnym odciskiem palca, w obszarze ktorego
obserwuje si¢ pasma 1 piki przypisywane dla drgan zwigzanych z biatkami,
weglowodanami 1 kwasami nukleinowymi. W ostatnich latach zauwazalny jest wzrost
zainteresowania mozliwosciag wykorzystywania tych technik w diagnostyce chorob
nowotworowych. Wedlug bazy PubMed liczba doniesien naukowych z tego zakresu
wynosi niemal 5500 do 2024 roku (stowa kluczowe: ,,cancer” i FT-IR” badz ,,Raman

Spectroscopy”) [16].

W niniejszym badaniu uzyskano i analizowano widma spektroskopowe dla
surowicy 1 lizatu komoérkowego szpiku kostnego w celu uzyskania spektralnych
markeréw diagnostycznych i prognostycznych dla ostrej biataczki limfoblastycznej

wystepujacej u dzieci.

W pierwszym rozdziale dokonano przegladu aktualnej literatury przedstawiajac
charakterystyke, epidemiologi¢ oraz strategie terapeutyczne dla ALL diagnozowanej
u dzieci, a takze omoOwiono podstawy teoretyczne wykorzystanych technik
spektroskopowych. Kolejne rozdzialy prezentuja szczegdlowy opis celu badania,
metodyki 1 materialu, w tym charakterystyke badanych populacji pacjentoéw. W dalszej
czeSci omowiono wyniki pomiaréw spektralnych dla surowicy 1 lizatu komdrkowego
szpiku kostnego, przypisujac pasma charakterystyczne, porownujac wartos¢ absorpcji

badzZ intensywnos$ci widma, dokonujac rozktadu pasma amidu I poprzez integracj¢ widma
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drugiej pochodnej widm spektroskopii w podczerwieni, a takze wykorzystano
wielowymiarowe analizy tj. analize gléwnych sktadowych (ang. principal component
analysis, PCA) i hierarchiczng analiz¢ skupien (ang. hierarchical cluster analysis, HCA)
dla wskazania najistotniejszych regionow dla diagnozowania i prognozowania ALL.

W koncowych rozdziatach zawarto dyskusj¢ oraz wnioski z przeprowadzonego badania.

1.1. Ostra bialaczka limfoblastyczna u dzieci

Najczgséciej diagnozowanym typem biataczki u dzieci jest ostra bialaczka
limfoblastyczna wywodzaca si¢ ze zmienionych nowotworowo progenitorowych
komoérek limfoidalnych. W okoto 85% przypadkow ALL wywodzi si¢ z linii
limfocytéw B (ang. B-cell ALL, B-ALL), a w 15% z linii limfocytéw T (ang. T-cell ALL,
T-ALL). Nowotwor ten wystepuje z czestotliwoscig 3-4 na 100 000 dzieci w wieku
ponizej 15 roku zycia, ze szczytem zachorowan pomiedzy 2 i 5 rokiem zycia, nieznacznie
czesciej u chtopcow [17]. Tak jak w przypadku innych nowotwordéw wieku dziecigcego,
czynniki genetyczne i narazenie Srodowiskowe, w tym na substancje chemiczne (np.
benzen, toluen) czy infekcje wirusowe (np. wirus EBV, HHV-6, wirus ludzkiej biataczki
z komorek T typ 1 (ang. human T-cell leukemia/lymphoma virus-1, HTLV-1),
parwowirus B19) wskazywane sg jako istotne dla ryzyka rozwoju ALL. Do zaburzenia
genetycznych predysponujacych do wystgpienia ALL nalezy m.in. zespot Downa, zespot
Blooma, anemia Fanconiego, ataksja-teleangiektazja i zesp6t Nijmegen czy zespoét
Li-Fraumeni [18-19]. W wigkszos$ci przypadkéw stwierdza si¢ jednakze mutacje de novo.
Rearanzacje obejmujace gen receptora komorki T (ang. T-cell receptor, TCR) i onkogeny
tj. TLX1, TLX3, TALI, LMOI, LMO2 czy HOXA wystepuja w 40-50% przypadkow
T-ALL. Inne zaburzenia obserwowane dla T-ALL to m.in. mutacje aktywujace NOTCH
1 N-RAS, mutacje inaktywujace WTI czy delecie CDKN2A [20-22]. Hyperdiploidia,
definiowana jako obecno$¢ powyzej 50 chromosoméw, obserwowana jest w 25%
przypadkéw B-ALL. Nawet u 25% pacjentow z B-ALL obserwuje si¢ translokacje
t(12;21) skutkujaca powstaniem genu fuzyjnego ETV6-RUNXI. Rearanzacje genu
KMT2A dotycza 5-6% wszystkich przypadkéw u dzieci 1 az okolo 80% przypadkoéw
ws$rod niemowlat ponizej 1 rok zycia [23-24]. Rzadziej, w 3-5% przypadkow wystepuje
translokacja t(1;19) z wytworzeniem genu fuzyjnego TCF3-PBXI i translokacja t(9;22)
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prowadzaca do powstania tzw. chromosomu Philadelphia (gen fuzyjny
BCR-ABLI). Philadelphia-podobna ALL z profilem ekspresji genéw i wysokg czestoscig
zaburzen genu /KZF1, jak w przypadku Ph-pozytywnej ALL (ang. Philadelphia+ ALL,
Ph+ ALL), ale bez stwierdzonego genu fuzyjnego BCR-ABLI wystepuje w 12%
przypadkow B-ALL [25-28]. Hypodiploidi¢ obserwuj¢ si¢ w okoto 1-2% przypadkow.
Z ALL z prawie haploidig (ang. near haploid ALL, NH-ALL) powigzane s3 zaburzenia
genu kinazy tyrozynowej receptora, szlaku przekazywania sygnalu RAS i1 mutacje genu
IKZF3, a delecje genu IKZF2 i mutacje genu 7P53 z drugim podtypem hypodiploidii —
ALL z niska hipodiploidig (ang. low hypodiploid ALL, LH-ALL) [29-30].

1.1.1. Symptomatologia i diagnostyka ALL u dzieci

Objawy ALL sa niespecyficzne 1 zwigzane z akumulacjg komoérek blastycznych
w szpiku kostnych, jak réwniez w krwi obwodowej i narzadach pozaszpikowych. Do
objawow tych naleza migdzy innymi ostabienie, goraczka, nocne poty, tatwe siniaczenie,
blado$¢, utrata wagi. Obserwowana w morfologii krwi obwodowej anemia
1 trombocytopenia sg nastgpstwem niewydolno$ci procesu hematopoezy w wyniku
wypierania prawidlowych komorek szpiku kostnego przez komorki nowotworowe.
U pacjentow obserwuje si¢ takze limfadenopati¢, splenomegali¢ i hepatomegali¢ [31].
Charakterystyczna dla T-ALL masa wezlowa zlokalizowana w $rodpiersiu, moze
manifestowac si¢ dusznoscig, boélami klatki piersiowej czy zespotem zyly gtownej gérne;.
W 5-8% przypadkach dochodzi réwniez do zajecia osrodkowego ukladu nerwowego,
z objawami przypominajagcymi zapalenie opon moézgowo-rdzeniowych badz zaburzenie
funkcjonowania nerwéw czaszkowych [32]. Niespecyficzny charakter objawow
klinicznych stanowi istotne wyzwanie diagnostyczne, nierzadko skutkujgc opdznieniem
rozpoznania, co przektada si¢ na pogorszenie rokowania oraz obnizenie skutecznosci

wdrozonego leczenia [33].

W diagnostyce ALL wykorzystuje si¢ badanie cytologiczne aspiratu szpiku
kostnego. Obecnos¢ ponad 20% komorek blastycznych w obrazie mikroskopowym
szpiku kostnego wraz z potwierdzeniem immunofenotypu tych komoérek metoda
cytometrii przeptywowej (ang. flow cytometry, FC) jest niezbedne do rozpoznania ALL.

Poprzednio wprowadzone kryteria francusko-amerykansko-brytyjskie (ang. french-

13



american-british, FAB) klasyfikacji ALL wyodrebniaty trzy jej podtypy (L1, L2 i L3)
1 uwzgledniaty roznice w morfologii komorek blastycznych — ich wielkos$¢, cechy
cytoplazmy czy jadra komodrkowego, nie uwzglednialy natomiast czynnikow
rokowniczych. Klasyfikacje WHO, pierwsze oparte o ocen¢ morfologii i zaburzen
cytogenetycznych komorek blastycznych i kolejne zmienione z 2008 r. oraz obecna
z 2016 r. zdefiniowaly poszczegolne podtypy ALL ze wzglegdu na morfologig,

immunofenotyp oraz profil cytogenetyczny i molekularny.

Ocena pierwotnego zajecia osrodkowego uktadu nerwowego obejmuje badanie
cytologiczne ptynu mozgowo rdzeniowego uzyskanego drogg naktucia ledzwiowego,
a takze badanie podmiotowe i1 przedmiotowe, tj. wystepowanie objawdéw klinicznych
1 potwierdzenie zmian w badaniach obrazowych. U pacjentéw wykonuje si¢
obowigzkowo badanie rentgenowskie klatki piersiowej. Wykluczy¢ nalezy takze zajecie

innych narzadow tj. nerek, jajnikow, jader [34-35].

1.1.2. Leczenie ALL

W leczeniu ALL u dzieci stosuje si¢ wielolekowa chemioterapie (CHT),
wspomagang w poszczegdlnych przypadkach radioterapig, przeszczepem komorek
macierzystych szpiku kostnego, jak rowniez terapig ukierunkowang molekularnie
1 immunoterapig. Ewaluacja czynnikow prognostycznych i ocena odpowiedzi na leczenie
stanowig podstawe kwalifikacji pacjentow do odpowiednich grup terapeutycznych,
z zintensyfikowang formg chemioterapii u tych z grupy wysokiego ryzyka i skupiajacg si¢
na minimalizacji efektow toksycznos$ci leczenia u pozostatych pacjentow.
Indywidualizacja protokoét leczniczych pozwolita na osiagnigcie wskaznika przezycia
catkowitego przekraczajacego 90% 1 wskaznika 5-letniego czasu wolnego od wznowy

siegajacego 85% [35-39].

Gorsze rokowanie cechuje niemowleta i dzieci powyzej 10 roku zycia, pacjentow
z leukocytozg powyzej 50 G/l, biataczka z linii T-komorkowej, pici meskiej 1 rasy
czarnej. Do kluczowych czynnikow prognostycznych nalezg cytogenetyczne badz
molekularne powtarzalne zaburzenia genetyczne. Korzystne to m.in. hiperdiploidia

i translokacja ETV6-RUNXI oraz translokacja TCF3-PBXI. Hipodiploidia, rearanzacje
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genu KMT2A4 (MLL), obecno$¢ genu fuzyjnego BCR-ABLI na skutek translokacji t(9;22)
czy translokacja t(17;19) skutkujaca fuzja TCF3-HLF to przyktady niekorzystnych
czynnikow rokowniczych, ktorych stwierdzenie kwalifikuje pacjentow do grupy

wczesnego wysokiego ryzyka [40].

Wyrdznia si¢ nastepujace fazy chemioterapii — faze indukcji, konsolidacji oraz
faz¢ leczenia podtrzymujacego. Czas trwania poszczegolnych faz, skojarzenia
chemioterapeutykow 1 ich dawki mogg nieznaczenie ro6zni¢ dla poszczegdlnych
protokotow terapeutycznych, z reguly jednak leczenie trwa okoto 2-3 lata i zwigzane jest
z zastosowaniem spektrum lekow sterydowych 1 cytostatycznych. Kortykosteroidy,
najczesciej prednizon oraz deksametazon, taczac si¢ z odpowiednimi receptorami
moduluja odpowiedZ immunologiczng organizmu 1 redukujgc wydzielanie cytokin,
reguluja ekspresj¢ szeregu onkogenow, a takze indukujg zatrzymanie cyklu
komoérkowego 1 apoptoze¢ komorek. Cytostatyki w leczeniu ALL, najczescie]
winkrystyna, asparaginaza, cytarabina, metrotrekstat, antracykliny (doksorubicyna
1 daunorubicyna), cyklofosfamid czy 6-merkaptopuran, dzialaja poprzez blokowanie
podzialdow komoérkowych w réznych mechanizmach zatrzymania cyklu komoérkowego

oraz inicjacj¢ apoptozy komoérek nowotworowych [32,35-36,41] .

Leczenie rozpoczyna trwajaca 5-7 dni profaza sterydowa, w trakcie ktorej
pacjenci otrzymuja prednizon lub deksametazon dla redukcji masy guza i zmniejszenia
ryzyka wystgpienia zespotu lizy guza na dalszym etapie leczenia. Nastepna faza leczenia—
faza indukcji remisji ma na celu przywrocenie prawidlowe] hematopoezy i1 uzyskanie
calkowitej remisji choroby. Faza ta trwa 6-8 tygodni. Ocena minimalnej choroby
resztkowej (ang. minimal residual disease, MRD) stanowi obecnie najistotniejszy marker
odpowiedzi na leczenie indukcyjne. Cytometria przeptywowa oraz metoda reakcji
tancuchowej polimerazy (ang. polymerase chain reaction, PCR), odpowiednio w oparciu
o markery immunologiczne i rearanzacje klonalnego genu receptora komodrek T lub
immunoglobuliny (ang. immunoglobulin, IG) wykorzystywane sa do ilosciowej oceny
poziomu MRD. Dzigki wykraczajacej poza ocene¢ mikroskopowa czutos¢ tych metod
siegajaca 1 na 1000 - 10000 komoérek (10° do 10%) w przypadku FC
i nawet 1 na 1 000 000 komérek w przypadku metody PCR (107 do 10°%), poziom MRD
moze by¢ wykorzystywany nie tylko dla oceny odpowiedzi na leczenie, ale takze do
wczesnego wykrywania wznowy choroby. Innym istotnym markerem jest ocena

odpowiedzi na leczenie sterydami pod koniec trwania profazy cytoredukcyjnej —
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u pacjentow z dobrg odpowiedzia na leczenie liczba komorek blastycznych nie
przekracza 1000 w 1ul krwi obwodowej. Faza konsolidacji leczenia trwa okoto 2
miesigce 1 wigze si¢ z zastosowaniem kombinacji chemioterapeutykow dla eradykacji
submikroskopowej choroby resztkowej 1 zminimalizowania ryzyka nabycia
lekoopornosci przez komorki nowotworowe. Dhuzsze 1 intensywniejsze leczenie w tej
fazie obejmuje pacjentow z grupy wysokiego ryzyka, u ktorych po leczeniu indukcyjnym
stwierdza si¢ wysoki poziom minimalnej choroby resztkowej. Ostatnia faza leczenia to
leczenie podtrzymujace, trwajace w zalezno$ci od protokotu okoto 12 miesigcy, w czasie
ktorych pacjenci otrzymujg chemioterapi¢ doustng 6-merkaptopuryng z metotreksatem

dla obnizenia ryzyka wznowy choroby u pacjentow u ktorych osiggni¢to remisje [42-44].

Profilaktyka 1 leczenie zajecia osrodkowego uktadu nerwowego realizowana jest
poprzez dokanalowe podawanie duzych dawek metotreksatu w monoterapii badz
w skojarzeniu z arabinozydem cytozyny i prednizonem oraz leczenie systemowe
terapeutykami przenikajacymi barierke krew-moézg, a takze radioterapie osrodkowego

uktadu nerwowego (OUN) [40].

Allogeniczny przeszczep komorek macierzystych szpiku kostnego rozwazany jest
u pacjentow z wskaznikami wysokiego ryzyka wznowy, jak np. Ph+ ALL 1 z innymi
niekorzystnymi zmianami genetycznymi, wysokim poziomem choroby resztkowej oraz

w przypadku wznowy choroby [32,43].

Leczenie ukierunkowane molekularnie i immunoterapia stanowig nowe metody
leczenia 1 wykorzystywane s3 zwlaszcza u pacjentow z chorobg oporng na
konwencjonalng CHT 1 ze wznowga choroby. Celem immunoterapii jest ukierunkowanie
odpowiedzi immunologicznej dla zniszczenia komodrek nowotworowych poprzez m.in.
aktywacje cytotoksyczny limfocytow T badz bezposrednie dostarczenie leku do komorki
nowotworowej. Stosowane przeciwciata rozpoznaja obecne na komoérkach biataczkowych
antygeny roznicowania komoérkowego (ang. cluster of differentiation, CD) tj. CDI19
CD20, CD22 czy CD38. W leczeniu dostgpne s3 m.in. blinatumomab czyli czasteczka
bispecyficznej IG skierowanej przeciwko antygenom CD19 komorki biataczkowej
1 obecnemu na prawidlowych limfocytach T — CD3. Do najbardziej obiecujgcych nowych
metod leczenia biataczek zalicza si¢ terapi¢ genetycznie zmodyfikowanymi
chimerycznymi limfocytami T (ang. chimeric antigen receptor T-Cell, CAR-T) lub
komoérkami NK (ang. chimeric antigen receptor natural Kkiller, ang. CAR-NK)
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z receptorami anty-CD19 stosowang w leczeniu B-ALL [44-45]. Zaprojektowane na
poziomie molekularnym inhibitory kinazy tyrozynowej (ang. tyrosine kinase inhibitor,
TKI) stosowane sa u pacjentow z translokacja obejmujaca geny BCR i ABL, ze zmieniong
aktywnos$cig kinazy tyrozynowej ABL1 lub ABL2. Trwaja badania nad skutecznoscia
zastosowania selektywnego inhibitora kinaz JAKI1 1 JAK2 (Ruxolitinib) w grupie
pacjentow z zaburzeniami genetycznymi prowadzacymi do aktywacji szlaku

sygnatowego JAK-STAT, np. w przypadku Ph-podobnej ALL [46].
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1.2. Techniki spektroskopii oscylacyjnej

Czastki 1 atomy to dynamiczne molekuty pozostajace w statym ruchu i zdolne do
oddziatywania ze soba. Energia wewng¢trzna cial, na ktorg sktada si¢ energia kinetyczna
oraz energia potencjalnych oddziatywan wewnatrz- 1 migdzyczasteczkowych moze ulec
zmianie wtedy gdy zostanie pobrane lub oddane ciepto badz zostanie wykonana nad lub
przez dane ciato/uktad praca. Metody spektroskopowe badaja oddzialywanie
promieniowania elektromagnetycznego z materig. Promieniowanie elektromagnetyczne
(fotony) moze zosta¢ przez dang probke zaabsorbowane, wyemitowane badz ulec
rozproszeniu stad tez wyr6zniamy odpowiednio metody absorpcyjne, emisyjne

1 spektroskopi¢ Ramana [47-48].

Spektroskopia w podczerwieni (ang. infrared, IR) i1 spektroskopia Ramana to
komplementarne techniki spektroskopii wibracyjnej (ang. vibrational spectroscopy, VS)
szeroko stosowane w laboratoriach przemyslowych i zyskujace coraz wigksza role
w medycynie jako narzedzia analityczne dostarczajace kompleksowa informacje na temat
struktury 1 sktadu chemicznego danego uktadu. Rozwazajac komorki, tkanki czy ptyny
ustrojowe jako ztozone uklady molekul, techniki te badajac oddzialywanie
promieniowania elektromagnetycznego z budujacymi je czastkami i atomami mogg by¢
wykorzystywane do $ledzenia zmian zachodzacych w przebiegu chorob m.in. chorob
nowotworowych, neurodegeneracyjnych, zaburzen metabolicznych, czy monitorowania

skuteczno$ci terapii [49-52].

Rozwd¢j  mikroelektroniki ~ umozliwit  $ledzenie zmian na  poziomie
submikroskopowym, z rozdzielczo$cig niedostgpng dla konwencjonalnej mikroskopii
wykorzystywanej w badaniach histopatologicznych, bez konieczno$ci stosowania
dodatkowych barwnikow czy specyficznych przeciwcial znakujacych. Badania
genetyczne, kolejny istotny filar diagnostyki schorzen, jako wieloetapowy proces
wymaga czasochtonnego i kosztownego opracowania materialu, np. prowadzenia hodowli
komorkowej, izolacji kwasow nukleinowych, zaprojektowania komplementarnych
primeréw 1 sond znakujacych dla $cisle okreslonych sekwencji. Zarowno w przypadku
badan histopatologicznych jak i genetycznych poprawno$¢ analizy jest wysoce zalezna od
doswiadczenia osoby przeprowadzajacej badanie, a wynik badania moze by¢ obarczony

btgdem interpretacyjnym. W przypadku VS wynik w postaci widma odnosi si¢ do
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badanego uktadu w catej jego ztozonosci, a jednocze$nie mozliwos$¢ polaczenia dwoch
technik analitycznych — spektroskopii IR lub spektroskopii Ramana z mikroskopia
pozwala na obrazowanie (inaczej mapowanie) probki czego rezultatem sg mapy taczace
obraz chemiczny probki z cyfrowym odwzorowaniem jej topografii. Do istotnych zalet
VS nalezag m.in. niewielka objeto$¢ materialu niezbednego do pomiaru, krétki czas
pomiaru czy relatywnie niski koszt operacyjny oraz brak destrukcyjnego wplywu na
probke dzigki czemu moze ona zosta¢ wykorzysta¢ do dalszej diagnostyki. Ograniczenia
zastosowania technik VS w diagnostyce medycznej wynikaja przede wszystkim z silnej
absorpcji promieniowania podczerwonego przez czgsteczki wody w zakresie pasm
amidowych oraz przez parafing, powszechnie stosowang do utrwalania preparatoéw

histologicznych, w zakresie pasm charakterystycznych dla lipidow [53-55].

1.2.1. Spektroskopia w podczerwieni — podstawy teoretyczne

Spektroskopia w podczerwieni to technika wibracyjnej spektroskopii badajaca
absorpcje S$wiatla z zakresu podczerwieni przez materie. Zakres ten w widmie
promieniowania elektromagnetycznego polozony jest pomigdzy promieniowaniem
widzialnym 1 mikrofalowym, przy czym za najistotniejszy dla analizy biomolekut uwaza
si¢ zakres srodkowej podczerwieni (ang. mid infrared, MIR) obejmujacy liczby falowe od
4000 do 400 cm™ otoczony przez zakres bliskiej podczerwieni (ang. near infrared, NIR —
zakres powyzej 4000 cm™ ) i dalekiej podczerwieni (ang. far infrared, FIR - zakres 400-
50 cm™). Absorpcja promieniowania podczerwonego przez molekuty powoduje zmiang
energii oscylacyjnej 1 energii rotacyjnej, skutkujagc powstaniem widm oscylacyjnych dla
probek w fazie cieklej i statej oraz widm oscylacyjno-rotacyjnych dla probek w fazie
gazowej [51-52]. Drgajace molekuty, ktore wykazuja obligatoryjnie zmienny moment
dipolowy, selektywnie absorbujag promieniowanie o danej dlugosci fali i energii
odpowiadajacej ich modutom oscylacyjnym. Podstawowe drgania to drgania rozciggajace
1 deformacyjne. Drgania rozciggajace zwigzane sg ze zmiang dtugosci wigzan 1 dzielg si¢
na symetryczne i asymetryczne, a drgania deformacyjne ze zmiang katow pomiedzy
wigzaniami podczas ruchdw w plaszczyznie lub poza plaszczyzng wigzan. Wyrdznia sie
drgania deformacyjne zginajace zwigzane z ruchem w plaszczyznie ze zmiang katow

pomiedzy wigzaniami, drgania wahadtowe zwigzane z ruchem atomow w plaszczyznie
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1 skrecajagce zwigzane z ruchem atomoéw poza plaszczyzne oraz drgania szkieletowe

charakterystyczne dla pierscieni aromatycznych [55-56].

Dostepne jako pierwsze spektrometry IR — spektrofotometry dyspersyjne sktadajg si¢
ze zrodla promieniowania, fotometru, monochromatora, komory pomiarowej i detektora.
Funkcja monochromatora jest rozpraszanie i wydzielanie fali o danej dlugosci.
Uzyskanie widm wyzszej czutosci, rozdzielczosci 1 w krdtszym czas mozliwe jest dzieki
zastosowaniu  nowoczesniejszych  spektrometrow  fourierowskich, w  ktorych
monochromator zastgpiono interferometrem wykorzystujagcym zjawisko interferencji fal.
W pierwszej kolejnosci dla catego zakresu spektralnego rejestrowane sa interferogramy,
ktore nastepnie przeksztalcane sg matematycznie za pomoca transformaty Fourier’a
zmieniajgcej otrzymany sygnal do postaci intensywnosci w funkcji czestosci z funkcji
czasu. Pomiary dokonuje si¢ w trybie transmisyjnym badz odbiciowym inaczej
refleksyjnym, w ktorych odpowiednio analizie podlega promieniowanie ktore przeszio
przez probke 1 przepuszczalne dla IR podtoze (np. fluorek wapnia czy bromek potasu)
oraz promieniowanie odbite od probki. Metoda wielokrotnego ostabionego catkowitego
wewnetrznego odbicia (ang. attenuated total reflectance, ATR) to rodzaj techniki
refleksyjnej, w ktorej wykorzystuje si¢ zjawisko catkowitego wewnetrznego odbicia
dzigki zastosowaniu materialu o duzym wspoétczynniku zalamania $wiatta (np. krysztat
germanowy, krysztat diamentowy), przezroczystego dla IR. Wigzka promieniowania,
ktéra pada na jego wewnetrzng powierzchni¢ ulega wielokrotnemu odbiciu na granicy
osrodkow, a takze absorpcji przez przylegajaca $cisle do zewngtrznej powierzchni
materialu probke, poprzez co amplituda fali zanikajacej powstajacej] w wyniku
interferencji fali padajacej 1 odbitej ulega dodatkowemu ostabieniu. Pomiarowi podlega
intensywnos$¢ fali w funkcji liczby falowej po jej wyprowadzeniu wigzki promieniowania
z o$rodka. W trybie transfektancji, bgdacym potaczeniem techniki odbiciowej
1 transmisyjnej, analizowane jest promieniowanie absorbowane, ktore zostalo
transmitowane przez probke, a nastepnie odbite za pomoca zwierciadta badz powierzchni

odbijajacej dyfuzyjnie i ponownie transmitowane przez probke [51,54,57].

Zarejestrowane widma IR sg wykresami zalezno$ci transmitancji lub absorbancji
promieniowania od liczby falowej i zawieraja charakterystyczne piki oraz pasma, ktorym
przypisuje si¢ biochemiczne odniesienia. Sprz¢zenie spektrometru FT-IR z mikroskopem
pozwala dodatkowo na rejestrowanie widm przy jednoczesnej mozliwosci obserwacji

matych probek. Obraz dystrybucji przestrzennej dla tej probki mozna otrzymac
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wykonujac pojedyncze pomiary badz serie pomiarow punktowych lub liniowych za
pomoca detektora rteciowo-kadmowo-tellurkowego (ang. mercury-cadmium-telluride,
MCT) oraz detektora ogniskowej matrycy (ang. focal plane array, FPA) przeznaczonego

do obrazowania dwuwymiarowego [51,57].

1.2.2. Spektroskopia Ramana — podstawy teoretyczne

Spektroskopia Ramana zajmuje si¢ badaniem nieelastycznego rozproszenia
promieniowania z zakresu ultrafioletowego, widzialnego badz podczerwonego.
Gdy energia fotonow oddziatujacych z materig nie odpowiada poziomom energetycznym
czasteczek ja budujacych, dochodzi do wzbudzenia tzw. stanu wirtualnego tych
czasteczek. Fotony ulegaja w wigkszo$ci rozproszeniu w sposob elastyczny (rozpraszanie
Rayleigha), gdy energia promieniowania rozproszonego 1 energia promieniowania
padajacego (vo) sa rowne i czgsteczki po wzbudzeniu powracajag na ten sam poziom
energetyczny, a tylko niewielka jego frakcja w sposob nieelastyczny (efekt Ramana).
Efekt Ramana wystepuje dla molekut wykazujacych zmienng polaryzowalno$¢ w trakcie
drgania. Wyr6znia si¢ dwa rodzaje pasm ramanowskich — pasma stokesowskie
1 antystokesowskie, pojawiajgce si¢ rownolegle do pasm Rayleigha. Pasma stokesowskie,
pojawiajace si¢ przy liczbie falowe] mniejszej niz dla promieniowania padajacego (vo)
1 zwigzane sa z absorpcja fotonéw o danej energii (vi,) przez czasteczki przenoszace si¢
na wyzszy poziom oscylacyjny w poréwnaniu do wyjsciowego poziomu oscylacyjnego.
Energia fotonu rozproszonego pomniejszona jest o roOznice energii  poziomow
oscylacyjnych  h(vg-vy). Polozone przy wyzszych liczbach falowych pasma
antystokesowskie powstaja na wskutek wyemitowania przez czasteczki fotonéw o danej
energii (vy,) gdy te z wyjsciowego wzbudzonego poziomu oscylacyjnego przechodza na
podstawowy poziom oscylacyjny. Energia fotonu rozpraszanego jest wiec powickszona
o energi¢ poziomoOw oscylacyjnych h(votvy) [53,58-60]. Rycina 1. przedstawia schemat

omoéwionych przej$¢ pomi¢dzy poziomami energetycznymi.
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Rycina 1. Schemat przej$¢ pomigdzy poszczegdlnymi poziomami energetycznymi.

Zarowno intensywnos¢ rozpraszania Rayleigha jak i rozpraszania Ramana sa
odpowiednio tysigc 1 milion razy mniejsze niz intensywno$¢ promieniowania
wzbudzajacego. W widmach ramanowskich nie rejestruje si¢ pasm antystokesowskich,
uwazanych za mniej intensywne niz pasma stokesowskie, jako ze wigkszos$¢ czasteczek

znajduje si¢ na podstawowym poziomie oscylacyjnym [61].

Dostepne sa spektrometry dyspersyjne i1 fourierowskie, dla ktorych podobnie jak
w przypadku spektrometrow IR, jako glowne czesci skladowe wyrdznia si¢ zrodio
promieniowania, komor¢ pomiarowg, monochromator badz interferometr oraz detektor.
Rejestrowane widma Ramana sa wykresami intensywno$ci i przesuni¢gcia Ramana
wyrazonego w cm’'. Istotna dla badania probek biologicznych jest dostepnosé
mikroskopéw Ramana taczacych konwencjonalng mikroskopi¢ §wietlng i spektroskopig
Ramana dla analizy spektralnej i obrazowania wybranych struktur probki. Wysokoczuta
technika  powierzchniowo  wzmocnionej  spektroskopii ~ ramanowskiej  (ang.
Surface Enhanced Raman Spectroscopy, SERS) pozwala na dostarczenie wysokiej
rozdzielczosci widma dla prébek o niskim stezeniu analitu, ktore przed pomiarem zostaly
zaabsorbowane na powierzchni metalu badz koloidalnych zawiesin metali dla

zwiekszenia intensywnos$ci promieniowania [62-64].
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II. Cel pracy

W diagnozowaniu ALL oraz ocenie czynnikéw ryzyka, na podstawie ktorych odbywa
si¢ stratyfikacja pacjentéw do danych grup terapeutycznych, wykorzystuje si¢ badania
biologii molekularnej, cytogenetyki oraz cytometri¢ przeptywowa oceniajgcg antygeny
powierzchniowe oraz cytoplazmatyczne komoérek nowotworowych. Wykorzystano
spektroskopie w podczerwieni z transformata Fouriera (FT-IR) oraz spektroskopie
Ramana dla analizy spektralnej surowicy krwi obwodowej 1 lizatu komdrkowego szpiku
kostnego w celu $ledzenia zmian molekularnych w przebiegu ALL, ktore potencjalnie

moga zosta¢ wykorzystane w diagnostyce medycznej.
Cel pracy:

1. Zbadanie r6znic molekularnych dla widm FT-IR i widm ramanowskich surowicy
dzieci z ALL oraz grupy pacjentow zdrowych i z nienowotworowymi
schorzeniami hematologicznymi.

2. Analiza zmian w widmach FT-IR 1 widmach ramanowskich lizatu komérkowego
szpiku kostnego dzieci z ALL i pacjentow z nienowotworowymi zaburzeniami
hematologicznymi.

3. Ocena wykorzystania uzyskanych widm FT-IR oraz ramanowskich surowicy
1 lizatu komorkowego szpiku kostnego dzieci z ALL jako potencjalnego markera

diagnostycznego 1 rokowniczego.
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III. Materialy i metody

3.1. Material

Komisja Bioetyczna pozytywnie zaopiniowata badania 1 wydata zgode na ich

przeprowadzenie nastepujacych uchwatach:

e Uchwata nr 1/01/2020 Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie Rzeszowskim
z dnia 30/01/2020 r. (Zastosowanie spektroskopii IR 1 spektroskopii Ramana
w poszukiwaniu potencjalnych markeréw diagnostycznych i1 prognostycznych
w surowicy 1 szpiku kostnym pacjentoéw pediatrycznych z ostra bialaczka
limfoblastyczng (ALL)).

e Uchwata nr 2022/045/W Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie Rzeszowskim
z dnia 04/05/2022 r. (Opracowanie widm referencyjnych 1 algorytmu analizy

widm spektroskopowych celem implementacji w diagnostyce medycznej).

Do badan wilaczono 91 pacjentow Kliniki Onkohematologii Dzieciecej
Klinicznego Szpitala Wojewoddzkiego Nr 2 im. Sw. Jadwigi Krélowej w Rzeszowie
hospitalizowanych w latach 2016-2024. U 48 sposrod tych pacjentow zdiagnozowano
(ALL). W pozostatych przypadkach (N=43) obserwowano m.in. anemi¢ z niedoboru
zelaza (N=6), leukopeni¢ (N=16) oraz pancytopeni¢ (N=8) i matoptytkowos¢ (N=13).
W kazdym przypadku uzyskano zgode pacjenta > 15 roku Zycia oraz przedstawiciela
ustawowego na wykorzystanie pobranego materialu biologicznego do analiz
spektroskopowych. Krew obwodowa 1 szpik kostny byly pobierane przy okazji rutynowe;j

diagnostyki hematologiczne;.

Badanie cytologiczne szpiku kostnego pobranego na drodze biopsji wraz
z badaniem immunofenotypu komoérek wskazalo rozpoznanie ostrej biataczki
limfoblastycznej z linii limfocytow B (B-ALL) u 43 pacjentow oraz ALL z linii
limfocytow T (T-ALL) u 5 pacjentow. Sredni odsetek komorek blastycznych w szpiku
kostnym wynosit 79% 1 miescit si¢ w przedziale od 20% do 96%, przy czym mediana
wynosita 85%. Tylko u 9 pacjentow odsetek blastow w szpiku byt nizszy od 50%.
Pacjenci poddani byli leczeniu w oparciu o nastgpujace protokoty leczenia: ALL IC-BFM
2009 (N=14), EsPhALL2009 (N=2), AIEOP-BFM ALL 2017 (N=22) oraz AIEOP-BFM
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ALL 2017 Poland (N=10). Do grupy wysokiego ryzyka zakwalifikowano 9 pacjentow.
U 3 pacjentow stwierdzono niekorzystne czynniki rokownicze, tj. obecno$¢ genu
fuzyjnego BCR-ABL (N=2), a u jednego byla to rearanzacja w obrebie genu KMT2A4
(N=1). Ten ostatni wraz z 3 innymi, u ktérych obserwowano wysoki poziom minimalnej
choroby resztkowej, tj. PCR-MRD TP1 > 5x10™* oznaczany po zakonczeniu fazy indukcji
chemioterapii zostali zakwalifikowani do grupy wczesnego wysokiego ryzyka. Trzech
pacjentdow nie osiagne¢to remisji po 33 sobie leczenia (pacjenci leczeni przed 2017
rokiem), a u 2 pacjentéw stwierdzono wysoki poziom minimalnej choroby resztkowej po

fazie konsolidacji leczenia tj. PCR-MRD TP2 > 5x10™.

Wznowe choroby zaobserwowano u trzech pacjentow, w tym u jednego pacjenta
z grupy wysokiego ryzyka i u 2 pacjentoOw z grupy spoza wysokiego ryzyka. Odnotowano

jeden zgon (pacjent ze wznowga choroby, spoza grupy wysokiego ryzyka).

Grupe kontrolng stanowito 15 pacjentow Dziatu Diagnostyki Laboratoryjnej
w Przeworsku wlaczonych do badania w ramach realizowanego zadania grantowego pn.
,Opracowanie widm referencyjnych i algorytmu analizy widm spektroskopowych celem
implementacji w diagnostyce medycznej” realizowanego miedzy czerwcem i listopadem
2022 r. finansowanego w ramach programu grantowego na prace B+R jednostek
naukowych ~w ramach projektu pt. ,Podkarpackie Centrum Innowacji”
wspotfinansowanego z Europejskiego Funduszu Rozwoju Regionalnego w ramach Osi
Priorytetowej nr I "Konkurencyjna i innowacyjna gospodarka" z Regionalnego Programu
Operacyjnego Wojewodztwa Podkarpackiego na lata 2014-2020 Nabor III (numer grantu
N3 134).

Wszyscy pacjenci z grupy kontrolnej spetnili nastepujace kryteria wiaczenia do
badania: wiek ponizej 18 lat, negatywny wywiad w kierunku ostrych stanéw zapalnych
na minimum dwa tygodnie przed pobraniem materialu, negatywny wywiad w kierunku
chorob przewlektych i leczenia farmakologicznego w zwigzku z chorobg przewlekta oraz
negatywny wywiad w kierunku zachorowania na choroby nowotworowe w przesztosci.
Oceny dokonano na podstawie ankiety dotyczacej stanu zdrowia oraz wywiadu

lekarskiego.

Charakterystyka trzech grup badanych uwzgledniajagca ple¢, wiek oraz liczbe

dostepnych prébek zostata przedstawiona w tabeli ponizej (tabela 1.).
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Tabela 1. Charakterystyka grup badanych.

Liczba pacjentow _ Wiek [lata] Liczba probek
Grupa badana Liczba kobiet Srednia wieku Surowica/
Liczba mezczyzn Zakres Szpik
. 15 10,5[0,5-18]
ac.zeircoiv(vﬁc) 8 [53%] 10,5 [3,5-18] 15/-
pad] 7 [47%)] 9,5 [0,5-17]
Pacienci 43 10,5 [1,3-18,0]
. zaburjzeniarni 20 [46,5%] 11,2 1,3-18] 40/30
h . : 23 [53,5%] 10,1 [1,3-17,8]
ematologicznymi
(HEMC)
6 10,3 [1,3-18] 6/4
0
Anemia (HEMC-E) i {2;0//2 }
Matoplytkowosé . [ég%] 12,5[3,5-17,8] 13/12
(HEMC-P) 5 [38%]
Leukopenia . [;gv] 9,8 [1,3-18] 16/8
(1]
(HEMC-L) 7 [44%]
. 8 9,1 [2-16,8 7/6
Pancytopenia 4 [50%] [ ]
(HEMC-W) 4 [50%]
. 48 7,2 [1-17,6]
i?’é%lﬁ_ﬁg 20 [42%] 54[1,1-13,5] 48/29
28 [58%] 8,5 [1-17,6]

Analizy zostaly przeprowadzone dla surowicy oraz lizatu komodrkowego szpiku
kostnego, z wyjatkiem grupy pacjentow zdrowych, dla ktérych ze wzgledu na brak
wskazania medycznego nie przeprowadzono biopsji szpiku kostnego i do analiz

wykorzystano jedynie krew obwodowa.

Surowice krwi obwodowej uzyskano poprzez pobranie krwi zylnej do probdéwko-
strzykawek z aktywatorem wykrzepiania (S-Monovette, Sarstedt) 1 wirowanie
w warunkach 3000g przez 10 minut, a nast¢pnie ponowne wirowanie odpipetowanej do

probéwek typu eppendorf surowicy w warunkach 5000 obrotéw na minute przez 5 minut,
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celem uniknigcie interferencji sktadnikéw morfotycznych krwi w wyniki analiz
spektroskopowych. Szpik kostny pobierano na drodze aspiracji do probowko-strzykawek
zawierajacych kwas wersenowy (ang. ethylenediaminetetraacetic acid, EDTA) jako

antykoagulant (S-Monovette, Sarstedt).

Materiaty procedowane byly przed uptywem dwoch godzin, a nastgpnie
przechowywane w  temperaturze -80 stopni Celsjusza w  zamrazarkach
niskotemperaturowych do czasu pomiaru. Bezposrednio przed pomiarem materiat

rozmrazano w temperaturze pokojowe;.

3.2. Aparatura badawcza i warunki pomiarow

Analizy FT-IR oraz spektroskopii Ramana zostaty przeprowadzone w Centrum
Innowacji 1 Transferu Wiedzy Techniczno-Przyrodniczej oraz Centrum Mikroelektroniki
1 Nanotechnologii Uniwersytetu Rzeszowskiego odpowiednio w Pracowni Spektroskopii

w Dalekiej Podczerwieni oraz Laboratorium Nanopreparatyki.

3.2.1. Analizy FT-IR

Do analiz wykorzystano spektrometr w podczerwieni z transformata Fouriera
(FT-IR) model Vertex 70v firmy Bruker, wyposazony w detektor MCT 1 jednoodbiciowa
przystawke ATR z diamentowym krysztatem.

Pomiary dokonywano w trybie oslabionego catkowitego wewngtrznego odbicia
(ATR) dla zakresu od 4000 cm™ do 400 cm™ liczby falowej, z rozdzielczoscia spektralng
4 cm’, uéredniajac 64 skany dla probki badanej i tla. Pomiaréw przeprowadzono
w atmosferze powietrza z wykorzystaniem automatycznej kompensacji atmosferycznej
dla dwutlenku wegla i pary wodnej w zakresie odpowiednio 2400-2300 cm™ i 2100-1250

-1
cm .

Surowice w objetosci 20ul nanoszono na szkietka fluorku wapnia CaF, (Crystan, UK)
1 pozostawiano do wysuszenia w eksykatorze szafkowym wypelionym zelem

krzemionkowym przez 3 godziny. Lizat komérkowy szpiku kostnego w objetosci 8ul
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nanoszono bezposrednio na przystawke ATR i pozostawiano do wyschnigcia przez 40
minut. Objetos$¢ probki niezbedna do pokrycia powierzchni krysztalu oraz czas niezbedny

do wyschnigcia probki zostat ustalony empirycznie.

Dla kazdej probki pomiar dokonano w co najmniej trzech powtorzeniach. Uzyskane
widma analizowano w zakresie od 3500 cm™ do 900 cm™ z wylaczeniem zakresu 2800
cm” do 1800 cm™. Widma poddane zostaly normalizacji wektorowej oraz korekcji linii
bazowej (korekcja Rubberband, liczba punktow linii podstawy - 64) z wykorzystaniem

oprogramowania OPUS (Bruker).

3.2.2. Spektroskopia Ramana

Dysponowano spektrometrem inVia Micro Raman Renishaw wspolpracujacym
z mikroskopem Leica DM 2500 M, wykorzystujac w czasie pomiaru obiektyw
o powiekszeniu 50x i laser o dtugosci fali 785 nm jako zrodto wzbudzania (Renishaw,
Wotton-under-Edge, UK). Rozdzielczo$¢ pomiaru wynosita ok. 1 cm™. Na szkietka
krzemionkowe nanoszono surowice (2ul) oraz lizat komorkowy szpiku kostnego (2ul)
1 pozostawiono do wysuszenia w eksykatorze szafkowym wypelionym zelem
krzemionkowym przez 10 minut. Dla kazdej probki wykonano mapg, na ktéra sktadaty
si¢ co mniej 3 miejsca pomiaru. Pomiaru dokonywano w zakresie 1800-150 cm™,
z czasem ekspozycji wynoszacym 10 sekund 1 trzema akumulacjami. Widma
analizowano w zakresie 1800-600 cm™ po korekcji linii bazowej, normalizacji (zakres
normalizacji 0-1000) 1 wygtadzeniu (algorytm wygtadzania + 3 punkty) wykorzystujac

oprogramowanie Wire (Renishaw, Wotton-under-Edge, UK).

3.3. Analiza statystyczna

Wyznaczono pasma charakterystyczne dla widm FT-IR oraz widm ramanowskich
dalej zwane maksimami oraz odpowiadajace im wartosci absorpcji 1 intensywnosci. Dla
kazdej probki zarejestrowano minimum 3 widma FT-IR, ktére nast¢pnie zostaty
usrednione oraz mape spektralng dla spektroskopii Ramana z minimum 3 obszarami

pomiaru. Widma reprezentatywne dla grup powstaty na skutek usrednienia wszystkich
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widm otrzymanych dla przypadkéow z danej grupy. Na potrzeby niniejszej rozprawy
widma te nazywane begda w dalszej czesci rozprawy usrednionymi badz

reprezentatywnymi widmami dla danej grupy.

Uzyskane dane spektralne analizowano z  wykorzystaniem  testow
nieparametrycznych po odrzuceniu hipotezy zerowej (test Shapiro-Wilka) zaktadajacej
normalno$¢ rozkladu zmiennych. Wykorzystano nieparametryczny test U Manna-
Whitneya (test UMW), test Anova Kruskala-Walisa (test KW ANOVA) oraz wielokrotne
poréwnanie $rednich rang dla wszystkich prob (Statistica, Polska). Warto$¢ poziomu
istotnos$ci  statystycznej ustalono na p<0,05. Wybor testow nieparametrycznych
podyktowany jest rowniez dysponowaniem préb o matej licznosci. Czutos¢
1 specyficznos$¢ oraz wartos¢ odcigcia (cut-off) i pole pod krzywg ROC (ang. area under
the curve, AUC) dla danych zmiennych wyznaczono na podstawie krzywej
charakterystyki operacyjnej odbiornika (ang. receiver operating characteristic curve,

ROC) korzystajac z oprogramowania Origin Pro2021 (Massachusetts, USA).

Dla widm FT-IR otrzymano druga pochodng przy zastosowaniu 13 punktow
wygtadzania zgodnie z protokolem Savitzky-Golay. Przeprowadzono integracj¢ na
drugiej pochodnej widma FT-IR w zakresie Amidu I (1700-1600 cm™) celem poréwnania
sktadu pasma amidu [ dla analizowanych grup. Dla poszczegdlnych struktur
drugorzgdowych wyznaczono zakres integracji, wyliczajac pole powierzchni dla obszaru
pomiedzy dwoma szczytami ograniczajacymi zakres charakterystyczny dla danej
struktury. Zawarto$§¢ poszczegolnej frakcji wyrazono jako wudzial procentowym

w stosunku do sumy uzyskanej dla wszystkich frakcji.

Wykorzystano takze wielowymiarowe analizy statystyczne tj. analiz¢ gldownych
sktadowych oraz hierarchiczng analiz¢ skupien. Analiza gtéwnych sktadowych pozwala
na redukcje liczby zmiennych objasniajacych wielowymiarowych baz danych
1 wyodrgbnienie nowych bedacych kombinacja liniowa oryginalnych zmiennych
wejsciowych nazywanych gléwnymi skladowymi. Skladowe gldéwne maksymalnie
opisywa¢ powinny wariancj¢ danych wyjsciowych. Pierwsza otrzymana sktadowa niesie
ze sobg najistotniejsze informacj¢, a nastgpne dobierane sg tak aby wyjasniaty te
nieopisane przez poprzednig, maksymalizujagc zmienno$¢ i aby nie byty skorelowane ze
soba. Hierarchiczna analiza skupien podobnie jak PCA, jest metoda nienadzorowanej

klasyfikacji, skupiajaca podobne do siebie obiekty w grupy (klastry) i tworzaca dla nich
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hierarchi¢ klasyfikacji na podstawie cech zawartych w bazie danych wyjSciowych.
Wykorzystujac czgsciej stosowane procedury aglomeracyjne HCA otrzymywany jest
dendrogram, w ktorym obiekty coraz bardziej podobne taczone sa kolejno ze soba po
utworzeniu macierzy podobienstwa klasyfikowanych tych obiektow [65-66]. W badaniu
tym wykorzystano algorytm grupy parowanej (ang. unweighted pair group method with
arithmetic mean, UPGMA) i euklidesowy indeks podobienstwa. W przypadku gdy wynik
analizy HCA pozostawal w zgodno$ci z wynikiem PCA i nie obserwowano wyraznego

klastrowania si¢ wynikéw pacjentow z bialaczka, dendrogramow nie publikowano.
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IV. Wyniki

4.1. Analizy spektralne FT-IR- SUROWICA

4.1.1. Wyznaczenie pasm charakterystycznych dla widm FT-IR surowicy

oraz porownanie wartosci absorpcji

Na rycinach ponizej przedstawiono widma oryginalne (rycina 2.) surowicy
usrednione dla grupy zdrowych pacjentéw (kolor niebieski - HC), pacjentow
z zaburzeniami hematologicznymi innymi niz choroby nowotworowe (kolor czarny -
HEMC) oraz pacjentow z biataczka w momencie rozpoznania (kolor czerwony — LEUK-
PD). Tabela 2. zawiera przypisy biochemiczne dla pikéw obserwowanych w widmach
surowicy. W tabeli 3. zawarto polozenia maksimow pikow wraz z odpowiadajagcymi im

warto$ciami absorpcji.
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Rycina 2. Widma usrednione dla surowicy zdrowej kontroli (HC — kolor niebieski),
pacjentéw z zaburzeniami hematologicznymi (HEMC — kolor czarny) oraz pacjentow
z biataczka w czasie rozpoznania (LEUK-PD — kolor czerwony). Widma przedstawiono
dla zakresu 3500-800 cm™ z pominigciem zakresu 2800-1800 cm™ wolnego od absorpcji
podczerwieni dla probek biologicznych.
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Tabela 2. Przypisy biochemiczne dla pikow obserwowanych w widmie FT-IR surowicy.

Pozycja

maksimum Przypisanie biochemiczne
[em™]
3279 drgania rozciggajace grup -NH: Amid A, biatka, kwasy nukleinowe
drgania rozciagajace grup -OH: woda [67]
3113-3066 drgania rozciggajace grup =CH: lipidy [67-68]
2988-2986 drgania asymetryczne rozciagajace grup CHy:lipidy [69]
2957-2956 drgania asymetryczne rozciagajace grup CHy: lipidy [70]
2926-2924 drgania asymetryczne rozciagajace grup CHs: lipidy [69]
2870-2869 drgania symetryczne rozciagajace grup CHa: lipidy [71]
2855-2854 drgania symetryczne rozciggajace grup CHs: lipidy [70-71]
1742-1739 drgania rozciaggajace C=0 (estry): estry cholesterolu, fosfolipidy,
trojglicerydy [72]
1640-1633 drgania rozciaggajace C=0: amid I, biatka [73]
1532-1531
drgania zginajace NH, rozciagajace C-N: amid II, biatka [74-75]
1517-1516
1467-1466 drgania nozycowe grup CHo. lipidy [76]
1451-1449 drgania zginajace grup CH, i CHs: lipidy, biatka [76-77]
1398.1395 drgania symetryczne rozciggajace C=0 grup COO': biatka/kwasy
thuszczowe [78-79]
1309-1306 drgania rozciggajace C-N, zginajace w ptaszczyznie NH: amid III,
biatka [80]
1239-1238 asymetryczne drgania rozciggajace grup PO, :kwasy nukleinowe,
fosfolipidy i biatka fosforylowane [71,81]
1170-1168 drgania C=0: seryna, treonina, tyrozyna, biatka [82-83]
1103-1102 drgania rozciggajace grup C=0: weglowodany [84]
10781075 drgania rozciggajace symetryczne grup PO, : DNA*, RNA**,
fosfolipidy, biatka fosforylowane [85]
934-931 lewoskretna helisa kwasu DNA (Z-forma) [86]

*kwas deoksyrybonukleinowy (ang. deoxyribonucleic acid, DNA); **kwas rybonukleinowy (ang.
ribonucleic acid, RNA)
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Tabela 3. Pozycja maksiméow dla widm FT-IR surowicy zdrowej kontroli (HC),
pacjentow z zaburzen hematologicznymi (HEMC) i1 pacjentow z bialaczka w czasie
rozpoznania (LEUK-PD) wraz z odpowiadajagcymi im warto$ciami absorpcji. Na
czerwono zaznaczono piki, ktore nie byly obserwowane w widmie dla co najmniej
jednej z analizowanych grup.

Surowica HC Surowica HEMC Surowica LEUK-PD
Pozycja | Absorpcja | Pozycja |[Absorpcja| Pozycja |Absorpcja
Maks* [a.u.] Maks* [a.u.] maks* [a.u.]
3279 0,05 3279 0,046 3279 0,048
3106 0,03 3105 0,027 3104 0,028
3094 0,03 3095 0,027 3095 0,028
3072 0,031 3072 0,028 3072 0,029
3067 0,031 3067 0,028 3067 0,029
2986 0,043 2986 0,022 2988 0,023
2956 0,035 2956 0,03 2957 0,032
2926 0,039 2925 0,034 2925 0,035
2870 0,03 2870 0,025 2870 0,026
2855 0,029 2854 0,025 2854 0,026
1739 0,003 1740 0,003 1742 0,003
- - 1640 0,086 1640 0,088
1635 0,096 1633 0,086 1633 0,088
1531 0,091 1532 0,081 1532 0,083
1516 0,089 1517 0,077 1516 0,079
1467 0,047 1467 0,042 1467 0,042
1449 0,052 1451 0,045 1451 0,046
1395 0,056 1396 0,048 1395 0,05
1306 0,04 1308 0,035 1308 0,036
1238 0,043 1238 0,036 1239 0,038
1169 0,028 1169 0,023 1168 0,024
1103 0,027 1103 0,024 1103 0,024
1076 0,031 1076 0,027 1075 0,028
933 0,004 931 0,003 934 0,003
899 0,001 900 0,001 899 0,001

*Pozycja Maks — pozycja maksimum [cm™']

Dla grupy pacjentow HEMC sprawdzono czy istnieja roznice w wartosci
absorpcji dla wszystkich analizowanych zmiennych i ze wzgledu na ich wystgpowanie
postanowiono wydzieli¢ podgrupy ze wzgledu na wystepujace  zaburzenie

hematologiczne, ktére analizowane beda jako oddzielne w dalszej czgsci rozprawy.
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Wyodrebniono 4 podgrupy zgodnie z obserwowanymi zaburzeniami, tj. anemia
(HEMC-E), matoptytkowos¢ (HEMC-P), leukopenia (HEMC-L) oraz pancytopenia
(HEMC-W). Widma usrednione dla podgrup HEMC przedstawiono na rycinie ponizej

(rycina 3.).
0,10 - —HC -
— LEUK-PD
— HEMC-E |
0,08 - — HEMC-P |-
5 ——HEMC-L | |
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s 0,06 -
&)
2
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n
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0,02
0,00 r r S/ -

1 1 1 ' ' 1 ' 1 ' 1 ' 1 T
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Rycina 3. Widma usrednione surowicy dla poszczegdlnych podgrup wydzielonych dla
grupy HEMC (HEMC-E - kolor zielony, HEMC-P — kolor szary, HEMC-L - kolor
r6zowy, HEMC-W — kolor pomaranczowy) oraz HC (kolor niebieski) i LEUK-PD
(kolor czerwony). Widma przedstawiono dla zakresu 3500-800 cm™ z pominigciem
zakresu 2800-1800 cm™ wolnego od absorpcji podczerwieni dla probek biologicznych.

Tabela 4. zawiera pozycje maksiméw wyznaczonych dla usrednionych widm
surowicy pacjentdow z zaburzeniami hematologicznymi wraz z odpowiadajagcymi im
wartosciami absorpcji.
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Tabela 4. Pozycja maksiméw dla widm FT-IR surowicy pacjentdéw z zaburzeniami
hematologicznymi HEMC z wyodrebnionymi podgrupami. Na czerwono zaznaczono
piki, ktéore nie obserwowano w widmie usrednionym dla przynajmniej jednej
z analizowanych podgrup.

Surowica Surowica Surowica Surowica
HEMC-L HEMC-W HEMC-E HEMC-P
Max.* | Abs.** | Max.* | Abs.** | Max.* | Abs.** | Max.* | Abs.**

3279 | 0,046 | 3279 | 0,044 | 3279 | 0,052 | 3279 | 0,046
3106 | 0,027 | 3105 | 0,026 | 3105 0,03 3105 | 0,027
3096 | 0,027 | 3095 | 0,026 | 3095 0,03 3095 | 0,027
3071 | 0,028 | 3072 | 0,027 | 3072 | 0,031 | 3072 | 0,028
3067 | 0,028 | 3067 | 0,027 | 3067 | 0,031 | 3067 | 0,028
2986 | 0,022 - - 2988 | 0,022 - -

2956 0,03 2956 | 0,029 | 2954 | 0,033 | 2957 | 0,031
2926 | 0,034 | 2925 | 0,033 | 2924 0,04 2925 | 0,034
2870 | 0,025 | 2870 | 0,025 | 2869 | 0,029 | 2870 | 0,026
2855 | 0,025 | 2854 | 0,024 | 2854 0,03 2854 | 0,025
1740 | 0,003 | 1742 | 0,003 | 1742 | 0,005 | 1742 | 0,003
1640 | 0,086 | 1639 | 0,084 | 1640 | 0,096 - -

1633 | 0,084 - - 1633 | 0,096 | 1634 | 0,083
1532 | 0,081 | 1532 | 0,079 | 1531 | 0,091 | 1532 | 0,079
1517 | 0,077 | 1517 | 0,076 | 1516 | 0,087 | 1517 | 0,076
1467 | 0,042 | 1467 | 0,041 | 1467 | 0,047 | 1467 | 0,041
1451 | 0,045 | 1451 | 0,045 | 1451 | 0,051 | 1451 | 0,045
1396 | 0,048 | 1397 | 0,048 | 1398 | 0,053 | 1395 | 0,047
1307 | 0,035 | 1308 | 0,034 | 1307 0,04 1309 | 0,034
1238 | 0,037 | 1238 | 0,035 | 1238 | 0,042 | 1238 | 0,036
1170 | 0,023 | 1169 | 0,022 | 1170 | 0,026 | 1169 | 0,023
1103 | 0,023 | 1103 | 0,025 | 1103 | 0,028 | 1102 | 0,024
1078 | 0,026 | 1075 | 0,028 | 1076 | 0,031 | 1076 | 0,026
931 0,003 932 0,003 928 0,004 932 0,003
899 0 900 0 900 0,001 900 0,001

*Max. — pozycja maksimum [cm™']; **Abs. — absorpcja [a.u.]

Analizowano wykazywanie pasm absorpcji 1 warto$§¢ absorpcji w dwoch
zakresach 3500-2800 cm™ oraz 1800-900 cm™ nazywanym obszarem daktyloskopowym.
Poréwnywano widma pod wzgledem wystepujacych pasm, potozenia pikéw i wartosci
absorpcji odpowiadajgcej danemu maksimum. Analizujgc widma surowicy usrednione
dla wszystkich grup, zgodnie z oczekiwaniem, najwyzszg absorpcj¢ wykazano dla pasma
amidu I (1700-1600 cm™) oraz amidu II (1600-1500 cm™). Dla pasm tych najwyzsza
absorpcje obserwowano dla widma grupy HC i HEMC-E, a najnizsza dla widma grupy
HEMC-P. Podobna zalezno$¢ obserwowano dla zakresu 3500-2800 cm™, dla ktérego
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najwyzsza absorpcj¢ wykazano dla grupy HC 1 HEMC-E, przy czym najnizsza dla grupy
HEMC-W.

Dla zakresu 3300-3200 cm™ przypisuje sie drgania rozciagajace grup -NH i grup
hydroksylowych (-OH), amidu A (aminokwasy biatkowe i kwasy nukleinowe) i wody.
W zakresie tym zaobserwowano pik z maksimum przy pozycji 3279 cm™, dla ktorego

warto$¢ absorpcji nie roznita si¢ istotnie statystycznie dla analizowanych grup.

Pasmu 3100-2800 cm” przypisywane sa drgania grup metylenowych
1 olefinowych, obecnych w szczegdlnosci w diugich tancuchach kwaséw ttuszczowych
1 gtéwnie w lipidach [87]. Charakterystyczne dla drgan rozciagajacych grup =CH piki
obserwowane sa w zakresie 3100-3000 cm’', natomiast dla grup —CH w zakresie
3000-2850 cm™ liczby falowej. Dla pierwszego zakresu zaobserwowano piki
z maksimami przy: 3106-3104 cm™, 3096-3094 cm™, 3072-3071 cm™ i 3067 cm™. Dla
piku z maksimum 3106-3104 cm™ absorpcja dla HEMC-L byla istotnie statystycznie
nizsza w poréwnaniu do grupy HC (p=0,048402, rycina 4.). Dla piku z maksimum przy
3096-3094 cm’ istotng roznice zaobserwowano takze dla grup HEMC-L i HC
(p=0,049788, rycina 5.).

Wykr. ramka-wasy wzgledem grup
Zmienna: 3106-3104 cm™
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0,022 1
0,020 . . : * : * O Mediana
HC HEMC-E ~ HEMC-L  HEMC-P  HEMC-W LEUK-PD [ 25%-75%
Grupa T Min-Maks

Rycina 4. Wykres poréwnujacy wartosci absorpcji dla grup dla piku z maksimum przy
pozycji 3106-3104 cm™ widma FT-IR surowicy. Roznica istotna statystycznie (KW
ANOVA - p=0,0301).
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Wykr. ramka-wasy wzgledem grup
Zmienna: 3096-3094 c¢cm-"!
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Rycina 5. Wykres poréwnujacy wartosci absorpcji dla grup dla piku z maksimum przy
pozycji 3096-3094 cm™ widma FT-IR surowicy. Roznica istotna statystycznie (KW
ANOVA - p=0,0319).

Przy okolo 3006 cm’' obserwowane sa pasma zwiazane z rozciagajacymi
drganiami grup olefinowych (=CH) lipidow nienasyconych. Asymetrycznym drganiom
rozciggajacym grup CHs i CH,, w tej pracy, odpowiadaja pasma z maksimami przy
liczbach falowych 2926-2924 cm™ i 2957-2956 cm’™, przypisywane dla frakcji lipidow
nasyconych 1 w mniejszym udziale dla biatek, weglowodandow 1 kwasow nukleinowych.
Zaobserwowano istotng statystycznie rdéznice w wartosci absorpcji dla grup HC
i podgrupy HEMC-L (odpowiednio p=0,002444, p=0,000596) oraz HC i LEUK-PD
(p=0,029334, p=0,001943) dla obydwu zmiennych. Dodatkowo dla piku z pozycja
maksimum przy 2957-2956 cm™, absorpcja byla istotnie statystycznie wyzsza dla grupy
HC w porownaniu z grupami HEMC-W 1 HEMC-P (p=0,007270, p=0,042372),
a w przypadku piku przy 2926-2924 cm™ dla HC i HEMC-P (p=0,006436)(ryciny 6-7.).
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Wykr. ramka-wasy wzgledem grup

Zmienna: 2957-2955 cm’'
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Rycina 6. Wykres porownujacy wartosci absorpcji dla grup dla piku z maksimum przy
pozycji 2957-2956 cm” widma FT-IR surowicy. Roznica istotna statystycznie (KW
ANOVA - p=0,0003).

Wykr. ramka-wasy wzgledem grup
Zmienna: 2926-2924 cm™'
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Rycina 7. Wykres porownujacy wartosci absorpcji dla grup dla piku z maksimum przy

pozycji 2926-2924 cm’ widma FT-IR surowicy. Roéznica istotna statystycznie (KW
ANOVA - p=0,0013).
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Maksimum pasma powigzanego z symetrycznymi drganiami rozciggajacymi grup
CH, polozone jest przy pozycji 2855-2854 cm’’, natomiast z symetrycznymi drganiami
rozciggajacymi grup CH3; maksimum obserwowano dla 2870-2869 cm™ liczby falowe;.
Warto$¢ absorpcji roznita si¢ istotnie statystycznie pomi¢dzy HC i LEUK-PD (2870-
2869 cm’ — p=0,000906; 2855-2854 cm’ — p=0,013875), a takze dla zmiennej
2870-2869 cm” pomiedzy HC i wszystkimi podgrupami HEMC tj. HEMC-E
(p=0,035217), HEMC-L (p=0,000581), HEMC-P (p=0,002604) i HEMC-W
(p=0,006713) oraz dla zmiennej 2855-2854 cm™ pomiedzy HC i 3 podgrupami HEMC
tj. HEMC-W (p=0,044598), HEMC-L (p=0,000846) i HEMC-P (p=0,012007)(ryciny 8-
9).

Wykr. ramka-wgsy wzgledem grup
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Rycina 8. Wykres poréwnujacy wartosci absorpcji dla grup dla piku z maksimum przy
pozycji 2870-2869 cm™ widma FT-IR surowicy. Roznica istotna statystycznie (KW
ANOVA - p=0,0002).
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Wykr. ramka-wasy wzgledem grup
Zmienna: 2855-2854 cm™!
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Rycina 9. Wykres porownujacy wartosci absorpcji dla grup dla piku z maksimum przy
pozycji 2855-2854 cm” widma FT-IR surowicy. Roéznica istotna statystycznie (KW
ANOVA - p=0,0009).

Widmo drugiej pochodnej dla usrednionych grup HC i LEUK-PD oraz podgrup

HEMC przedstawiono na rycinie 10.
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Rycina 10. Widmo drugiej pochodnej uzyskane dla surowicy dla zakresu 3500-800 cm™,
z pominigciem zakresu 2800-1800 cm™ pacjentéw grupy HC (kolor niebieski) i LEUK-
PD (kolor czerwony) oraz podgrup pacjentow z zaburzeniami hematologicznymi
(HEMC-E - kolor zielony, HEMC-P — kolor szary, HEMC-L — kolor rézowy,

HEMC-W - kolor pomaranczowy).
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Analizujac widma oryginalne usrednione dla grup dla zakresu 3300-2800 cm™
stwierdzono, iz pik w zakresie 2988-2986 cm™ dla podgrup HEMC-W i HEMC-P nie
wystepuje badz jest stabo zaznaczony. Uzyskano drugg pochodng dla widm oryginalnych
i dla wszystkich probek z sukcesem wyznaczona minima w zakresie 2988-2986 cm’™
(rycina 13.). Dla pozostatych pasm przesuni¢cia w kierunku wyzszych badz nizszych
liczba falowych miescily sic w przedziale od +3 do -3 cm™ liczby falowej, a wicc nie

mozna je uzna¢ za istotne ze wzgledu na zastosowana rozdzielczos¢ 4 cm™.

1,5E-4 - —— LEUK-PD|
——HC
—— HEMC-E
1,0E-4 ——HEMC-L |

-1,5E-4 .

-2,0E-4 T T T T T T T T T T T
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Rycina 11. Widmo drugiej pochodnej uzyskane dla surowicy dla zakresu 3100-2800 cm™.
Strzatka wyznaczono minimum dla zakresu 2988-2986 cm™.

Przy pozycji 1742-1739 cm’ obserwowano maksimum pasma powiazanego
z drganiem rozciggajacym wigzania grupy karbonylowej (C=0), wystepujacymi m.in.

w estrach cholesterolu, troglicerydach i fosfolipidach.

Dla pasma Amidu I (ok. 1700-1600 cm™) zwiazanego z drganiami rozciggajacymi
grup C=0 (biatka) obserwowano dwa maksima: przy pozycji 1640-1639 cm™ i 1635-
1633 cm™, przy czym nie dla wszystkich usrednionych widm uwidoczniono obydwa piki.
Pik przy 1640-1639 cm™ nie byt obecny w widmie usrednionym grup HC i HEMC-P,

natomiast piku przy 1635-1633 cm™ nie odnotowano dla usrednionego widma
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HEMC-W. Uzyskujac widmo drugiej pochodnej dla zakresu 1700-1600 cm™
wyznaczono minima, ktérym nastepnie przypisano na podstawie danych literaturowych
drugorzedowa strukture bialek. Wyniki analizy zostaly przedstawione w dalszej czgsci

rozprawy. Widmo drugiej pochodnej dla zakresu 1700-1600 cm™ przedstawia rycina 12.
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Rycina 12. Widmo drugiej pochodnej surowicy obejmujace zakres 1750-1550 cm’
podgrup HEMC (HEMC-E - kolor zielony, HEMC-P — kolor szary, HEMC-L — kolor
rozowy, HEMC-W — kolor pomaranczowy) oraz grupy HC (kolor niebieski) i LEUK-
PD (kolor czerwony).

Drgania zginajagce grup NH i drgania rozciggajace C-N amidu drugorzedowego
(biatka) zwigzane bylty z pikami o pozycji maksimum dla analizowanych probek 1532-
1531 cm™ oraz 1517-1516 cm™, a dla zmiennych tych nie obserwowano zadnych
istotnych statystycznie roznic w wartosci absorpcji pomi¢dzy poszczegdlnymi grupami.
Wartosci absorpcji dla piku charakterystycznego dla drgan wychylajacych grup CH;
i CHj; (lipidy) z maksimum 1451-1449 cm™, byta najwyzsza dla HC 1 istotnie
statystycznie rézna pomigdzy HC i LEUK-PD (p=0,001241), a takze HC i trzema
podgrupami HEMC, tj. HEMC-W (p=0,034907), HEMC-L (p=0,003492) i HEMC-P
(p=0,000930)(rycina 13.).
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Wykr. ramka-wasy wzgledem grup
Zmienna: 1451-1449 cm™!
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Rycina 13. Wykres poréwnujacy wartosci absorpcji dla grup dla piku z maksimum przy
pozycji 1451-1449 cm™ widma FT-IR surowicy. Roznica istotna statystycznie (KW
ANOVA - p=0,0004).

Powigzany dla drgan nozycowych grup CH, lancuchéw acylowych dwuwarstw
lipidowych pik obserwowano przy 1467 cm™. Najwyzsza warto$é absorpcji stwierdzono
dla u$rednionych widm grup HC 1 HEMC-E, a najnizszag dla HEMC-W
i HEMC-P. Warto$¢ absorpcji dla piku charakterystycznego dla drgan rozciagajacych
symetryczny C=0 grup COQO" (biatka, kwasy tluszczowe) z maksimum przy
1398-1395 cm™ byla najwyzsza dla usrednionego widma grupy HC, a najnizsza dla
grupy HEMC-P, a istotng statystycznie réznice w warto$ci absorpcji stwierdzono dla HC
i HEMC-L (p=0,012649) jak i HEMC-P (p=0,000921) oraz LEUK-PD (p=0,002332).
Istotnie statystycznie roznice wykazano takze gdy poréwano wartos¢ absorpcji dla piku
przy 1398-1395 cm” dla grupy HC i pacjentow z wszystkimi zaburzeniami
hematologicznym wlacznie z biataczka (HEMC i LEUK-PD, czuto$¢ i specyficznos¢ —
71,43 % 1 81,40%, punkt odciecia — 0,0555, AUC= 0,85507, p=0,000020)(rycina 14).

43



Wykr. ramka-wasy wzgledem grup
Zmienna: 1398-1395 cm"!
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Wykr. ramka-wgsy wzgledem grup
Zmienna: 1398-1395 cm"!
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Rycina 14. A - Wykres poréwnujacy wartosci absorpcji dla grup dla piku z maksimum
przy pozycji 1398-1395 cm™ widma FT-IR surowicy (KW ANOVA, p=0,0010).
B — Wykres poréwnujacy wartoéci absorpcji dla piku przy 1398-1395 cm™ dla grupy HC
oraz pacjentow z zaburzeniami hematologicznymi wlacznie z bialaczka (UMW -
p=0,000020). Roznice istotne statystycznie.
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Dla zakresu odpowiadajagcemu drganiom rozciggajacym asymetrycznym
grup fosforanowych PO, (kwasy nukleinowe, fosforylowane biatka i fosfolipidy)
maksimum  piku  polozone bylo przy 1239-1238 cm’ liczby falowej,
a maksimum pasma charakterystycznego dla drgan grup C-O obecnych w aminokwasach
biatkowych takich jak tyrozyna, seryna, treonina, zaobserwowano przy pozycji 1170-
1168 cm™. W zakresie tym najwyzsza absorpcje wykazano dla usrednionego widma HC,
a najnizsza dla widma podgrupy HEMC-W. Dla obydwu zmiennych istotne statystycznie
réznice w wartosci absorpcji dotyczyly nastepujacych grup: HC i LEUK-PD (zmienna
1239-1238 cm™ — p= 0,000135; zmienna 1170-1168 cm™ — p=0,000078), HC i trzech
podgrup HEMC: HEMC-L (p=0,001255; p=0,000263), HEMC-P (p=0,000607;
p=0,000563) i HEMC-W (p=0,008860; p=0,001673). Maksimum piku powigzanego
z drganiami charakterystycznymi dla amidu trzeciorzgdowego (biatka) zaobserwowano
przy  liczbie  falowej 1309-1306  cm™.  Podobnie  jak dla  pikow
z pozycjami maksimow przy 1239-1238 cm™ i 1170-1168 cm™, dla piku przy
1309-1306 cm™ wartos¢ absorpcji roznita si¢ pomigdzy HC i podgrup HEMC: HEMC-L
(p=0,013396), HEMC-P (p=0,008312) oraz HEMC-W (p=0,009675), a takze pomi¢dzy
HC i LEUK-PD (p=0,004032). Dla pikéw przy 1309-1306 cm™, 1239-1238 cm’
i 1170-1168 cm™ widoczna réznica w wartosci absorpcji dla pacjentow z grupy HC oraz
pacjentéw z zaburzeniami hematologicznymi wiacznie z ALL miata charakter istotnej
stastycznie (odpowiednio p=0,000034, p=0,000001, p<0,0001)(ryciny 15-17). Czulos¢
1 specyficzno$¢ odrdznienia tych dwoch grup wynosita 82,56% 1 100% dla piku przy
1170-1168 cm™ (punkt odcigcia - 0,0265, AUC=0,92982), 81,40% i 100% dla piku przy
1239-1238 cm’™ (punkt odcigcia - 0,0415, AUC=0,91113) oraz 78,57% i 76,74% dla piku
przy 1309-1306 cm’! (punkt odcigcia — 0,0395, AUC=0,8451).
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Rycina 15. A - Wykres poréwnujacy wartosci absorpcji dla grup dla piku z maksimum
przy pozycji 1239-1238 cm™ (KW ANOVA - p=0,0001). B — Wykres poréwnujacy
wartoéci absorpcji dla piku przy 1239-1238 cm™ dla grupy HC oraz pacjentdw
z zaburzeniami hematologicznymi wiacznie z biataczkg (UMW - p=0,000001). Roznice
istotne statystycznie.

46



Wykr. ramka-wasy wzgledem grup
Zmienna: 1170-1168 cm™'

0,034
0,032

0,030

0,028 a ]
0,026 | 1
0,024 1
0,022 1
0,020 1

Absorpcja (a.u.)

0,018 |

0,016

o Mediana
B 25%-75%
Grupa T Min-Maks

HC HEMC-E HEMC-L HEMC-P HEMC-W LEUK-PD

A

Wykr. ramka-wasy wzgledem grup
Zmienna: 1170-1168 cm"
0,034

0,032
0,030
0,026

0,024

Absorpcja (a.u.)

0,022

0,020

0,018

0,016

. — O Mediana
HC HEMC i LEUK-PD B 25%-75%

B Grupa T Min-Maks

Rycina 16. A - Wykres pordwnujacy wartosci absorpcji dla grup dla piku z maksimum
przy pozycji 1170-1168 cm™ widma FT-IR surowicy (KW ANOVA - p<0,0001).
B — Wykres poréwnujacy wartosci absorpeji dla piku przy 1170-1168 cm™ dla grupy HC
oraz pacjentdw z zaburzeniami hematologicznymi wilacznie z biataczkg (UMW -
p<0,0001). Rdznice istotne statystycznie.
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Wykr. ramka-wasy wzgledem grup
Zmienna: 1309-1306 cm™'

0,048
0,046 |
0,044 |

0,042

0,040 T 1
0,038 | 1
0,036 | 1
0,034 1
0,032 1

Absorpcja (a.u.)

0,030

0,028

0,026

y : : ’ : ' o0 Mediana
HC HEMC-E HEMC-L HEMC-P HEMC-W LEUK-PD W 25%-75%

A Grupa T Min-Maks

Wykr. ramka-wasy wzgledem grup
Zmienna: 1308-1306 cm™

0,048
0,046
0,044
0,042
0040 | T
0,038

0,036

Absorpcja (a.u.)

0,034

0,032
0,030

0,028

0,026 O Mediana

HC HEMC i LEUK-PD W 25%-75%
B Grupa T Min-Maks

Rycina 17. A - Wykres pordwnujacy wartosci absorpcji dla grup dla piku z maksimum
przy pozycji 1309-1306 cm” widma FT-IR surowicy (KW ANOVA - p=0,0014).
B — Wykres poréwnujacy wartosci absorpeji dla piku przy 1309-1306 cm™ dla grupy HC
oraz pacjentdw z zaburzeniami hematologicznymi wilacznie z biataczkg (UMW -
p=0,000034). Réznice istotne statystycznie.
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Dla pasma charakterystycznego dla drgan symetrycznych rozciagajacych grup
fosforylowych DNA, RNA, fosfolipidow 1 biatek fosforylowanych maksimum
odnotowano w zakresiec 1078-1075 cm™ liczby falowej. Istotne statystycznie réznice
w wartosci absorpcji dla tego piku ograniczaty si¢ do grup HC i HEMC-L (p=0,004396,
rycina 18.). Podobna zaleznos¢ stwierdzono dla piku przy pozycji 1103-1102 cm™ liczby
falowej, przypisywanemu dla rozciggajacych drgan grup C=0 (p=0,020867, rycina 19.).
Istotng statystycznie réznice obserwowano takze gdy poréwnanio warto$¢ absorpcji dla
pacjentow z grupy HC 1 pacjentdow z wszystkimi zaburzeniami hematologicznymi
wlaczajac LEUK-PD (p=0,001524, czutos¢ - 73,27 %, specyficznos¢ - 71,42 %, punkt
odciecia - 0,02618, rycina 19.). Obserwowany przy pozycji 934-931 cm™ liczby falowej
pik przypisywany jest lewoskretnej helisie DNA. Dla tego piku warto$ci absorpcji réznity
si¢ istotnie statystycznie dla grup HC i HEMC-L (p=0,043127), a takze HC i LEUK-PD
(p=0,010131)(rycina 20.).

Wykr. ramka-wasy wzgledem grup
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Rycina 18. Wykres poréwnujacy wartosci absorpcji dla grup dla piku z maksimum przy
pozycji 1078-1075 cm™ widma FT-IR surowicy. Roéznica istotna statystycznie (KW
ANOVA - p=0,0159).
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Rycina 19. A -Wykres pordwnujacy wartosci absorpcji dla grup dla piku z maksimum
przy pozycji 1103-1102 cm™ (KW ANOVA - p=0,0156). B — Wykres poréwnujacy

wartosci absorpcji dla piku przy 1103-1102 cm’

' dla grupy HC oraz pacjentow

z zaburzeniami hematologicznymi wilacznie z biataczkg (UMW - p=0,001524). Roznice

istotne statystycznie.
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Rycina 20. Wykres poréwnujacy wartosci absorpcji dla grup dla piku z maksimum przy
pozycji 934-931 cm’ widma FT-IR surowicy. Roéznica istotna statystycznie (KW
ANOVA - p=0,0102).

Na podstawie krzywych ROC wyznaczono czuto$¢ i specyficzno$¢ dla wszystkich
zmiennych, dla ktérych stwierdzono istotng statystycznie réznice w wartosci absorpcji.
Dane zawarto w tabeli ponizej (tabela 4.) Znakiem * oznaczono piki dla ktérych czuto$¢
1 specyficznos$¢ osiggnety warto$¢ co najmniej 80%.

Tabela 4. Zestawienie wartosci czulo$¢ i specyficzno$ci oraz punktu odcigcia i AUC dla
poszczegolnych zmiennych dla widm FT-IR surowicy.

Punkt
Pik Specyficzno$é | Czulosé
. Grupa odciecia | AUC
[em™] [l [l
[a.u.]
3106-3104 | HC vs. HEMC-L 85,71 68,75 | 0,02929 | 0,77902
3095-3094 | HC vs. HEMC-L 100 68,75 0,0285 | 0,80357
HC vs. LEUK-PD 92,86 76,09 0,0345 | 0,84938
HC vs. HEMC-L 100* 87,5*% 0,0335 | 0,93527
2955-2954
HC vs. HEMC-W 100* 85,71* 0,033 | 0,95408
HC vs. HEMC-P 92,86* 88,89* | 0,0345 | 0,89683
2927-2925 |HC vs. LEUK-PD 92,86 63,04 0,0375 | 0,7632
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HC vs. HEMC-P 92,86* 100* 0,0375 | 0,99603
HC vs. HEMC-L 100* 81,25* | 0,0285 | 0,91966
HC vs. LEUK-PD 100 71,74 0,0285 | 0,85248
HC vs. HEMC-L 100* 87,5* 0,027 | 0,94643
2870 HC vs. HEMC-E 100 71,43 0,0285 | 0,87755
HC vs. HEMC-P 100* 88,89* | 0,0275 | 0,97222
HC vs. HEMC-W 100* 85,71* | 0,0275 | 0,96429
HC vs. LEUK-PD 100 67,39 0,0271 | 0,84938
HC vs. HEMC-L 100* 87,5* 0,0266 | 0,94196
2855-2854
HC vs. HEMC-W 100 71,43 0,0261 | 0,82653
HC vs. HEMC-P 100* 88,89* | 0,0266 | 0,96429
HC vs. LEUK-PD 78,57 67,39 0,5050 | 0,84938
HC vs. HEMC-L 100 75 0,049 | 0,89063
1451-1449
HC vs. HEMC-W 100* 85,71* | 0,0495 | 0,86735
HC vs. HEMC-P 100* 88,89* | 0,0490 | 0,9881
HC vs. LEUK-PD 71,43 76,09 0,0555 | 0,8354
1398-1395 | HC vs. HEMC-L 92,86 75 0,051 | 0,87946
HC vs. HEMC-P 92,86* 100* 0,0545 | 0,99603
HC vs. LEUK-PD 78,57 69,57 0,037 | 0,79348
HC vs. HEMC-L 92,86* 81,82* | 0,0365 | 0,91295
1308-1306
HC vs. HEMC-P 92,86* 100* 0,0385 | 0,99206
HC vs. HEMC-W 78,57 85,71 0,0395 | 0,92347
HC vs. HEMC-P 100* 100* 0,0415 1
HC vs. LEUK-PD 100 76,09 0,0415 | 0,87578
1239-1238
HC vs. HEMC-L 100* 93,75*% | 0,0415 | 0,94643
HC vs. HEMC-W 100 71,43 0,0380 | 0,94898
HC vs. LEUK-PD 100 76,09 0,0265 | 0,89752
HC vs. HEMC-L 100* 100* 0,0265 1
1170-1168
HC vs. HEMC-P 100* 100* 0,0260 1
HC vs. HEMC-W 100* 85,71* | 0,0260 | 0,96939
1103-1102 | HC vs. HEMC-L 100* 81,25* | 0,0255 | 0,86607
1078-1075 | HC vs. HEMC-L 100 75 0,0285 | 0,85714
934.931 HC vs. HEMC-L 100 68,75 0,0035 | 0,80357
HC vs. LEUK-PD 100 67,39 0,0035 | 0,79193
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4.1.2. OKkreslenie drugorzedowej struktury bialek — analiza pasm skladowych

zakresu amidu I widm FT-IR surowicy

Widmo drugiej pochodnej w zakresie 1700-1600 cm™ poddano integracji dla
ustalenia procentowej zawarto$¢ poszczegolnych struktur drugorzedowych biatek. Rycina
ponizej przedstawia zakresy integracji dla widm usrednionych grupy kontrolnej (kolor
niebieski, oznaczenie — 1), pacjentoéw z biataczka (kolor czerwony — 2) i pacjentéw
z zaburzeniami hematologicznymi (kolor czarny — 3). Pionowe dyskryminatory

wyznaczaja obszar integracji dla poszczeg6lnych zmiennych (rycina 21.).

il

Liczba falowa (1/cm)

Absorpcja (a.u.)

Rycina 21. Schemat integracji widma FT-IR surowicy w zakresie 1700-1600 cm™ na
przyktadzie usrednionych widm HC (oznaczone na rycinie numerem 1), HEMC
(numer 2) 1 LEUK-PD (numer 3).

Pozycje minimum dla poszczeg6élnych usrednionych widm HC, podgrup HEMC
1 LEUK-PD uwzgledniono w tabeli 5. Dla usrednionych widm nie odnotowano istotnych

statystycznie przesunie¢ w potozeniu minimum, ktére miescily sie w przedziale + 2 cm™.
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Tabela 5. Wyznaczone pozycje minimum w zakresie 1700-1600 cm” widma FT-IR
surowicy usrednionych dla analizowanych grup.

§ Pozycja minimum [cm™]
<
(P
S £
S B; s g | 2&
] ~ = - - z ~= | §% =
S SE| g | | E| 2| 222 &
g EE| § | 3| 2 | 5EE|L2| B
2 2 5 h h - = 25 | BE 2
= & = <. < s g & = S 2 P
= 1 1 £ £ =
= . 2 =¥ o0
22 =

HC 1692 | 1679 | 1671 [ 1660 [ 1646 1631 1615 | 1608

LEUK-PD 1694 | 1680 | 1671 [ 1661 | 1645 1630 1615 | 1608

HEMC-E 1692 | 1680 [ 1670 | 1660 | 1644 1629 1615 [ 1608

Grupa

HEMC-P 1693 | 1680 [ 1671 | 1661 | 1646 1631 1615 [ 1608

HEMC-L 1693 | 1680 | 1671 [ 1661 | 1645 1630 1614 [ 1608

HEMC-W 1693 | 1679 [ 1671 | 1661 | 1644 1630 1614 [ 1608

W analizowanym zakresie ujawniono osiem minimow, ktorym na podstawie danych
literaturowych, przypisano odpowiednie struktury [75,88]. Minima charakterystyczne dla
struktury drugorzedowej B-kartki obserwowano w badanych widmach usrednionych dla
grup przy liczbach falowych 1694-1692 cm™ i 1631-1629 cm™. Strukturze B-zakretu
odpowiadaly dwa zakresy z minimami w zakresach 1680-1679 cm™ i 1671-1670 cm™.
Dodatkowo przy 1609-1608 cm™ obserwowano minima, ktére przypisuje si¢
zagregowanej strukturze p oraz przy 1615-1614 cm™ odpowiadajacym grupom bocznym
reszt aminokwasow. Dla struktury a-helisy minima obserwowano przy 1661-1660 cm™
a przypisywane nieuporzadkowanym strukturom przy 1646-1644 cm™. Dla wszystkich
probek dane uzyskane po integracji zostaly przeliczone na procentowy udziat
w odniesieniu do sumy zintegrowanych powierzchni wszystkich konformacji i dla nich
tez dokonano dalszych analiz. W tabeli ponizej przedstawiono zestawienie udziatu
procentowego poszczegdlnych struktur obliczonych dla usrednionych widm grup (tabela

6.)
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Tabela 6. Zestawienie procentowego udzial poszczegdlnych struktur drugorzedowych dla
usrednionych widm analizowanych grup.

Sredni procentowy udzial struktury drugorzedowej bialek [%]

Grupa pP-kartka | B-zakret | PB-zakret | a-helisa . Struktura p Ell(zgtllfa

(1694-_1 (1680-_1 (e7 1-_1 (1661-_l nleuporzqdkowz_llna 1629

1692 cm™) | 1679 ¢cm™) | 1670 cm™) | 1660 cm™) | (1646-1644 cm™) cm™)
LEUK-PD | 19,56% 15,46% 0,02% 17,46% 14,44% 32,83%
HC 16,06% 14,76% 0,00% 20,28% 13,87% 34,73%
HEMC-E | 18,55% 17,82% 0,05% 16,88% 15,01% 30,49%
HEMC-P | 18,50% 18,64% 0,00% 15,20% 10,02% 37,15%
HEMC-W | 18,17% 19,24% 0,00% 13,12% 15,01% 34,14%
HEMC-L | 22.31% 18,99% 0,00% 13,43% 14,73% 30,18%

Dla wszystkich analizowanych widm usrednionych dla grup dominujacy udziat
procentowy sposrod wszystkich struktur drugorzedowych zaobserwowano dla struktury
B-kartki z minimum przy 1631-1629 cm’, przy czym najwyzsza $rednia warto$é
odnotowano dla HEMC-W (37,15%), a najnizsza dla HEMC-L (30,18%). Dla struktury
B-kartki z minimum przy 1694-1692 cm™ éredni udziat procentowy miescit si¢ w zakresie
od 16,06% do 22,31%, najwyzszg $rednig odnotowano dla grupy HEMC-L, a najnizsza
dla grupy HC. Z kolei dla struktury B-zakretu (minimum przy 1680-1679 cm™) zakres ten
miesit si¢ w przedziale od 14,76% do 19,24%, najwyzsza warto$¢ odnotowano dla grupy
HEMC-W, najnizsza dla HC, a rdéznica w procentowej zawartosci tej struktury byta
bliska istotnosci statystycznej dla grup HC i LEUK-PD (p=0,061787)(rycina 22.).
Warto$¢ udziatlu procentowego struktury nieuporzadkowanej roznita si¢ istotnie
statystycznie pomigdzy HEMC-E i1 LEUK-PD (p=0,030408, czutos¢ i specyficznos¢ dla
punktu odcigca 19,40% - 85,71% 1 90,91%, AUC=0,89935), a takze HEMC-E i HC
(p=0,002077, punkt odciecia — 17,89% - czuto$c i specyficznos¢ — 85,71% 1 100%,
AUC=0,97959, rycina 23.), przy czym najwyzszg $rednig cechowata grupy HEMC-E
1 HEMC-W (15,01%), a najnizsza grupe HEMC-P (10,02%). Najwyzszy $redni udziat
procentowy dla struktury o-helisy odnotowano dla widma HC (20,28%), a najnizszy dla
HEMC-W (13,12%). Pomimo, iz réznica w udziale struktury alfa-helisy pomiedzy
HEMC-W 1 LEUK-PD nie osiggnela istotnosci statystycznej uzyskano czutos$c
1 specyficzno$¢ odrdéznienia tych dwoch grup wynosity odpowiednio 75% 1 85,71%
(AUC=0,77273) dla wartosci odcigcia 11,663%. Istotng statystycznie rdéznice w wartosci
procentowego udziatu tej struktury stwierdzono dla HC i HEMC-L (p=0,022267, punkt
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odcigcia 14,84%, czulo$¢ 1 specyficznos¢ — 66,67% 1 100%, AUC=0,8381)(rycina 24.).
Dla wszystkich grup strukturg drugorzgdowa o najnizszej wartosci udziatu byt B-zakret
z minimum przy 1671-1670 cm’, z warto$cig ponizej 1% przy czym dla grup HC,
HEMC-P, HEMC-W i HEMC-L byt najnizszy i zblizony do 0%, a najwyzszy dla
HEMC-E (0,05%). Zauwazono iz, $redni udziat procentowy a-helisy dla grupy HC byt
wyzszy od tego wyznaczonego dla B-zakretu (minimum 1680-1679 cm™) i B-kartki, a dla
grupy LEUK-PD wyzszy niz dla struktury PB-zakretu (minimum 1680-1679 cm™).
Dodatkowo dla grupy HEMC-W, w odréznieniu od pozostatych grup, $redni procentowy
udziat struktury nieuporzadkowanej byl wyzszy od struktury a-helisy. Gdy poréwnano
$redni procentowy udziat struktury B-zakretu (minimum 1680-1679 cm™) tylko dla grup
HEMC-P i HEMC-W byl on wyzszy od B-kartki (minimum 1694-1692 cm™). Brak
istotnych statystycznych roznic wynikajacych z wyzej opisanych zaleznos$ci moze
tlumaczy¢ znaczacy rozrzut danych dla pojedynczych préb w grupach co zobrazowano na

rycinie 25.
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Rycina 22. Wykres poréwnujacy procentowy udziat struktury drugorzgedowej B-zakrgtu
dla grup z minimum przy pozycji 1680-1679 cm™. Roznica bliska istotna statystycznie
(KW ANOVA - p=0,0378).
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Wykr. ramka-wasy wzgledem grup

Struktura nieuporzgdkowana (1646-1644 cm™")
26,00% T T

24,00%

22,00% | 1
20,00% | 1
18,00% 1
16,00% 1
14,00% 1
12,00% 1
10,00% 1
8,00% 1

6,00% |
4,00% |
2,00% }
0,00%

Udziat procentowy struktury drugorzedowej (%)

o0 Mediana
B 25%-75%
Grupa T Min-Maks

LEUK-PD HC HEMC-E HEMC-P HEMC-W HEMC-L

Rycina 23. Wykres porownujacy procentowy udziat struktury nieuporzadkowanej dla
grup z minimum przy pozycji 1646-1644 cm™. Roéznica istotna statystycznie (KW
ANOVA - p=0,0028).

Wykr. ramka-wgsy wzgledem grup

Alfa-helisa (1661-1660 cm™")
30,00% T T

28,00% |
26,00% |
24,00% |
22,00%

20,00% |
18,00% ?
16,00%
14,00%
12,00%
10,00%
8,00%
6,00%

4,00%

Udziat procentowy struktury drugorzedowej (%)

o Mediana
B 25%-75%
Grupa T Min-Maks

LEUK-PD HC HEMC-E HEMC-P HEMC-W HEMC-L

Rycina 24. Wykres pordéwnujacy procentowy udzial struktury a-helisy dla grup
z minimum przy pozycji 1661-1660 cm™. Réznica istotna statystycznie (KW ANOVA -
p=0,0035).
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Rycina 25. Zestawienie udzialu procentowego struktur drugorzedowych biatek dla
poszczegdlnych grup HEMC, HC i1 LEUK-PD. Wyniki dla pacjentéow w grupie
zaznaczono ksztaltem rombu ¢.
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4.1.3. Wielowymiarowe analizy chemometryczne PCA i HCA dla widm

FT-IR surowicy

Rezultaty analiz HCA i1 PCA dla surowicy uwzgledniajace grupy HC (kolor
niebieski), HEMC (kolor czarny) i LEUK-PD (kolor czerwony) przedstawiono na
wykresach wynikow. (ryciny 26-28.). Ze wzgledu na rodzaj zaburzenia dla podgrup
HEMC kolorem czarnym wyr6zniono pacjentbw z anemig (symbol +),

matoptytkowoscig (o), leukopenig (A) oraz pancytopenia (m).
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Komponent 1

Rycina 26. Wykres wynikow PCA wzgledem sktadowych gtéwnych PC1 i PC2 dla
podgrup HEMC, HC i LEUK-PD w zakresie 3500-2800 cm™ i 1800-800 cm™ widm FT-
IR surowicy. Ze wzglgdu na rodzaj zaburzenia dla podgrup HEMC kolorem czarnym
wyrdzniono pacjentéw z anemig (symbol +), matoptytkowoscia (o), leukopenig (A) oraz
pancytopenig (m).
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Rycina 27. Wykres wynikow PCA wzgledem PC2 i PC3 dla podgrup HEMC (kolor
czarny), HC (kolor niebieski) i LEUK-PD (kolor czerwony) w zakresie 3500-2800 cm’!
i 1800-800 cm™ widm FT-IR surowicy. Ze wzgledu na rodzaj zaburzenia dla podgrup
HEMC kolorem czarnym wyr6zniono pacjentbw z anemig (symbol +),
maloplytkowoscia (), leukopenia (A) oraz pancytopenia (m).
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Rycina 28. Wykres wynikow PCA wzgledem PCI1 i PC3 dla podgrup HEMC (kolor
czarny), HC (kolor niebieski) i LEUK-PD (kolor czerwony) w zakresie 3500-2800 cm’!
i 1800-800 cm™ widm FT-IR surowicy. Ze wzgledu na rodzaj zaburzenia dla podgrup
HEMC kolorem czarnym wyr6zniono pacjentbw z anemig (symbol +),
maloplytkowoscia (), leukopenia (A) oraz pancytopenia (m).
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Uwzgledniajac trzy grupy badane: HC, oznaczong na wykresie niebieskim kolorem,
grup¢ HEMC (kolor czarny) 1 grupe LEUK-PD (kolor czerwony) zauwazy¢ mozna, iz
wyniki dla pojedynczych prob grupuja si¢ wzgledem komponentu pierwszego (PCl1),
wyjasniajacego 76,77% wariancji dla wyjsciowych danych spektralnych, ale nie tworza
oczekiwanych klastréw ze wzgledu na przynaleznos$¢ do danej grupy. Zarowno wzgledem
PC1, PC2 oraz PC3, uwidoczniono dla pacjentow z biataczka, pacjentow z leukopenia
1 matoptytkowos$cia znaczne rozproszenie, podczas gdy dla grupy pacjentow zdrowych
oraz pacjentdw z anemig i pancytopenig obserwuje si¢ ich grupowanie wzglgdem PClI
1 PC2. Wyniki dla grupy HC tworzg zwarty klaster w obrebie III kwadratu,
odpowiadajagcemu dodatnim warto§ciom PC1 1 PC2 (rycina 26.). Wartosci ujemne
obcigzen PCl odpowiadaly drganiom rozciagajacym estrowych grup karbonylowych
(1743 cm™), a ujemne obcigzenia PC2 glownie amidowi I-rzedowemu (1620 cm™)
i amidowi II-rzgdowemu (1549 cm™) oraz charakterystycznemu dla drgan rozciagajacych
grup —NH, —-OH amidu A 1 czasteczek wody jak rowniez asymetrycznych
i symetrycznych drgan rozciagajacym grup CH, i CH; z zakresu 3000-2800 cm'.
Analizujgc wyniki wzgledem PC2 wyjasniajacej 8,55% wariancji, zauwazono, iz dla
wynikow dla grupy pacjentdw z pancytopenia wigkszos¢ wynikow usytuowana jest w [
1 III kwadracie, odpowiadajgcym wartosciom ujemnym PC2. Tylko dla jednego pacjenta
wynik znajduje si¢ w kwadracie IV odpowiadajacym dodatnim wartosciom PC2. Wyniki
dla pacjentow z anemig (z wyjatkiem jednego) klastruja si¢ w kwadracie II 1 IV
odpowiadajagcym ujemnym wartosciom PC2, mozliwym do wytlumaczenia dodatnimi
warto$ciami obcigzen PC2 (rycina 26.). Wartosci dodatnie obcigzen PC2 odpowiadaja
symetrycznym i asymetrycznym drganiom rozciagajacym grup CHs i CH, (2981 cm’™,
2923 cm™, 2854 cm™), drganiom estrowych grup karbonylowych (1743 cm™) i drganiom
rozciagajacym szkieletu weglowego struktur randomowych (1066 cm™). Z uwagi na duze
rozproszenie wynikow LEUK-PD jak 1 pozostatych podgrup HEMC nie mozna
potwierdzi¢ skuteczno$ci analizy PCA dla grupy HC, HEMC-E i HEMC-W. Analizujac
wykres wynikéw wzgledem PC3, objasniajacej 5,87% wariancji, zauwazalne jest wicksze
skupienie wynikow wzdtuz osi poziomej, co potwierdza iz wnosi niewiele informacji. Dla
analizy HCA, ktoérej wynik pozostawal w zgodnos$ci z wynikiem analizy PCA, nie

publikuje sie wykresu. Wykresy obcigzen przedstawiono na rycinie 29.
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Rycina 29. Wykresy obcigzen analizy PCA dla komponentéw PC1, PC2 i PC3 w zakresie
3500-2800 cm™ oraz 1800-800 cm” widma FT-IR surowicy podgrup HEMC, HC i
LEUK-PD.
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4.1.4. Ocena roznic spektralnych dla widm FT-IR surowicy pacjentéow z ALL
uwzgledniajaca grupy ryzyka

Usrednione widma FT-IR surowicy dla pacjentow zakwalifikowanych do grupy
wysokiego ryzyka (ang. high risk, HR) 1 pacjentow spoza grupy wysokiego ryzyka (ang.
non-high risk, non-HR) przedstawiono na rycinie 30. Pozycje wyznaczonych pikéw

wraz z odpowiadajacymi im warto$ciami absorpcji umieszczono w tabeli 7.

0110 T T T T T T ///l T T T T T T T T
Grupa HR |
Grupa non-HR
0,08 i
]
®© 0,06 i
©
)
oy
3 0,04
o)
<
0,02 1
0,00 T+ T T T //li' 1 - T r T
3400 3200 3000 1600 1400 1200 1000 800

Liczba falowa (1/cm)

Rycina 30. Widma oryginalne surowicy reprezentatywne dla pacjentéw z biataczka
z grupy HR (kolor czarny) oraz grupy non-HR (kolor czerwony). Widma FT-IR
surowicy przedstawiono dla zakresu 3500-800 cm” z pomigciem zakresu

2800-1800 cm™.
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Tabela 7. Wyznaczona pozycja pikow wraz z odpowiadajacg im wartoscig absorpcji
wyznaczona dla widma FT-IR surowicy pacjentow z grupy HR i non-HR.

Grupa non-HR Grupa HR
Maksimum Absorpcja Maksimum Absorpcja
piku [em™] [a.u.] piku [em™] [a.u.]

3279 0,047 3279 0,049
3104 0,028 3104 0,030
3095 0,028 3095 0,030
3072 0,029 3074 0,030
3067 0,029 3067 0,030
2986 0,023 2986 0,023
2956 0,031 2957 0,032
2925 0,035 2925 0,035
2870 0,026 2871 0,026
2854 0,026 2856 0,026
1742 0,003 1742 0,003
1640 0,088 1640 0,090
1634 0,088 1632 0,090
1532 0,083 1532 0,083
1516 0,081 1516 0,085
1447 0,045 1447 0,049
1395 0,049 1395 0,051
1308 0,035 1308 0,037
1238 0,037 1238 0,038
1168 0,023 1168 0,024
1103 0,025 1103 0,025
1075 0,028 1075 0,028
935 0,003 934 0,003
899 0,001 899 0,001

Potozenia pasm oraz maksima pikéw potozone byly dla catego analizowanego
zakresu przy liczbach falowych zblizonych dla tych wyznaczonych dla us$rednionego
widma LEUK-PD. Nie wykazano istotnych statystycznie przesunig¢ w pozycji
maksimow, ktore miescily si¢ w przedziale + 2 cm™ i dotyczyly tylko pikéw przy
3074-3072 cm’, 2957-2956 cm’, 2871-2820 cm”  2856-2854 cm’', 1634-1632 cm’
i 935-934 cm™. Nie stwierdzono takze istotnych statystycznie réznic w absorpcji
uwzgledniajac grupe ryzyka, pomimo iz dla u$rednionych widm widoczne sa rdznice

w wartosci absorpcji dla danych zakresow, w szczegdlnosci wyzsza absorpcja w zakresie
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ok. 3500-2950 cm™ i 1450-1250 cm™ dla grupy HR i w zakresie 1150-1000 cm™ dla
grupy non-HR.

Analizujagc widmo drugiej pochodnej zauwazono, iz pik przy pozycji minimum
924 cm” obserwowano tylko w przypadku usrednionego widma grupy HR. Pik
charakterystyczny dla drgan rozciggajacych C=0 (weglowodany, glikogen, deoksyryboza
1 ryboza kwasow nukleinowych) w przypadku grupy non-HR obserwowano przy pozycji
minimum 1051 cm™, podczas gdy dla grupy HR przy 1049 cm™, przy czym dodatkowo
w widmie grupy HR obecny byt pik z minimum przy 1059 cm™ [89]. Gdy
przeanalizowano widma pojedynczych probek pacjentow, zauwazono iz dla zarowno pik
z minimum przy 924 cm™, 1059 cm’, jak i przesuniecia w kierunku nizszych badz
wyzszych liczb falowych w opisywanych regionach pojawiaja si¢ niezalezne od grupy
ryzyka, co moze by¢ zwigzane z wykazywaniem przez druga pochodng czulo$ci na
szumy. Dla pozostatych zakresow stwierdzono przesunigcia w zakresie 3 cm™, nie byty
wiec istotne statystycznie. Widmo drugiej pochodnej dla catego analizowanego zakresu
oraz dla zakresu 1200-900 cm”, w ktorym zaobserwowano istotne przesuniecia

umieszczono na rycinach ponizej (ryciny 31-32).
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Rycina 31. Widma drugiej pochodnej surowicy reprezentatywne dla pacjentow
z bialaczka z grupy HR (kolor czarny) oraz grupy non-HR (kolor czerwony). Widma
FT-IR surowicy przedstawiono dla zakresu 3500-800 cm™ z pomigciem zakresu
2800-1800 cm™.
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Rycina 32. Widma drugiej surowicy reprezentatywne dla pacjentow z bialaczka z grupy
HR (kolor czarny) oraz grupy non-HR (kolor czerwony). Widma FT-IR surowicy

przedstawiono dla zakresu 1200-900 cm’'. Strzatkami wskazano zakres, w ktorym
obserwowano przesuni¢cia bagdz dodatkowe minima.

4.1.5. Okreslenie drugorzedowej struktury bialek — analiza pasm skladowych
zakresu amidu I widm FT-IR surowicy pacjentow z ALL

uwzgledniajaca grupe ryzyka

Analizujac widma usrednione udziat poszczegolnych konformacji biatek dla grup
wysokiego ryzyka i1 pacjentdw spoza grupy wysokiego ryzyka byt zblizony przy czym
najwiekszg réznice zaobserwowano dla udziatu struktury B-kartki (minimum przy 1630
cm™ dla obydwu grup), ktéry wynosit srednio 28,74% dla grupy HR i 31,45% dla grupy
non-HR, a réznica ta miata charakter istotnej statystycznie (p=0,001240, czulo$é
1 specyficznos¢ dla punktu odcigcia 30,865% - 77,14% 1 88,89%, AUC=0,85397)(rycina
33.). Dla drugiego zakresu charakterystycznego dla beta-harmonijki (1694 cm™ dla grupy
non-HR i 1693 cm™ dla grupy HR), beta-zakretu (I zakres - 1680 cm™/1679 cm™; II —
1671 em/1671 cm™), alfa-helisy (1661cm™/1660 cm™)  oraz struktury
nieuporzadkowanej (1645/1644 cm™) stwierdzono wyzszy udzial procentowy

poszczegbdlnych struktur dla grupy HR, ale roznice te nie byty istotne statystycznie, co
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moze wynika¢ z rozrzutu danych, ktory zaprezentowano na rycinie 34. Minima dla
bocznych grup aminokwaséw wystapity przy 1615/1614 cm’, a agregatow przy
1608 cm™ dla obydwu grup. Udzialy procentowe dla poszczegdlnych struktur

umieszczono w tabeli ponizej (tabela 8.).

Tabela 8.Udziat procentowy poszczegolnych struktur drugorzegdowych dla usrednionych
widm surowicy FT-IR pacjentow z biataczka zakwalifikowanych do grup wysokiego
ryzyka (grupa HR) i pacjentéw spoza grupy wysokiego ryzyka (grupa non-HR).

Sredni procentowy udzial struktury drugorzedowej bialek [%]
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Rycina 33. Wykres poréwnujacy procentowy udziat struktury drugorzedowej struktury
B-kartki z minimum przy pozycji 1630 cm™ widma FT-IR surowicy dla grup HR i non-
HR. Roznica istotna statystycznie (p=0,001240).
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Rycina 34. Zestawienie udziatu procentowego struktur drugorzgdowych bialek dla grup
HR i non-HR.

4.1.6. Wielowymiarowe analizy chemometryczne PCA i HCA dla widm

FT-IR surowicy pacjentéow z ALL uwzgledniajace grupe ryzyka

Wyniki analiz PCA 1 HCA dla pacjentéw LEUK-PD z uwzglgdnieniem grupy ryzyka
przedstawiono na rycinach 35-36. Pacjenci z grupy HR oznaczeni s3 na wykresach
kolorem niebieskim, a pacjenci z grupy non-HR kolorem czerwonym. Czarnymi
strzatkami wskazano wyniki dla pacjentow, u ktoérych obserwowano wznowg. Zielong

strzatka wskazano pacjenta, u ktérego obserwowano wznowe i odnotowano zgon.
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Rycina 35.Wykres wynikow PCA wzgledem PC1 1 PC2 dla grupy HR (kolor niebieski)
i grupy non-HR (kolor czerwony) LEUK-PD w zakresie 3500-2800 cm™ i 1800-800
cm” widm FT-IR surowicy. Czarnymi strzatkami wskazano wyniki dla pacjentow,
u ktorych obserwowano wznowe. Zielong strzatka wskazano pacjenta, u ktorego
obserwowano wznowe¢ i odnotowano zgon.
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Rycina 36. Wykres wynikéw PCA wzgledem PC2 1 PC3 (wykres po prawej stronie) oraz
PC1 1 PC3 (wykres po lewej stronie) dla grupy HR (kolor niebieski) i grupy non-HR
(kolor czerwony) LEUK-PD w zakresie 3500-2800 cm™ i 1800-800 cm™ widm FT-IR
surowicy. Czarnymi strzatkami wskazano wyniki dla pacjentéw, u ktérych obserwowano
wznowe. Zielong strzatkg wskazano pacjenta, u ktérego obserwowano wznowe
1 odnotowano zgon.
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Poréwnujac wyniki wzgledem komponentu pierwszego, wyjasniajacego 79,33%
wariancji wyjsciowych danych spektralnych, zauwazono iz wyniki grupuja si¢ w dwa
klastry, nie powigzane jednak z grupg ryzyka - obserwacje dla grupy HR jak i non-HR
sa rozproszone na wykresach. Wyniki dla trzech pacjentéw z grupy HR polozone sg
w kwadracie I odpowiadajagcym ujemnym wartosciom PCIl, a pozostate
w kwadratach III 1 IV, czyli w zakresie dodatnich wartosci PC1 (rycina 35.). Ujemne
wartos$ci wyjasniaja dodatnie obcigzenia, zwigzane z drganiami grup karbonylowych
estrow (1745 cm™), podczas gdy dla dodatnich wartosci PC1 objasniajace sa wartosci
ujemnych obciazen, powiazane gtéwnie z amidem I (1631 cm™) i amidem II (1531 cm™
i 1514 cm™), jak rowniez z drganiami zginajacymi grup CH, i CH; (1451 cm™)
1 drganiami rozciagajacymi symetrycznymi C=0O grup COO" bialek 1 kwasow
thuszczowych (1396 cm™). Podobne wnioski uzyskano analizujac wyniki wzgledem PC2
wyjasniajacej 9,45% wariancji — dla 4 pacjentow wyniki usytuowane byly w I 1 II
kwadracie odpowiadajacym wartosciom ujemnym PC2, a 5 wynikow w kwadratach 111
i IV, odpowiadajacym warto§ciom dodatnim PC2 (rycina 36.). WartoSci ujemne
objasniane s3 przez dodatnie obcigzenia, dla ktorych przypisuje si¢ drgania powigzane
z amidem I (1629 cm™) i amidem II (1554 cm™), podczas gdy wartosci dodatnie
tlumaczone sg ujemnymi obcigzeniami charakterystycznymi dla drgan rozciggajacych
asymetrycznych grup CHj lipidow (2925 ¢cm™) i drgan symetrycznych rozciagajacych
grup PO, kwaséw nukleinowych, fosfolipidow i biatek fosforylowanych (1068 cm™).
Takie wyniki wskazujg 1z dla wymienionych pikdw wystepuja roéznice pomiedzy
poszczegdlnymi widmami pacjentow z grupy HR. Nie byto jednak mozliwe powigzanie
tych réznic z klinicznymi cechami bioragc pod uwage m.in. cechy wczesnego wysokiego
ryzyka czy poziom MRD, a polozenie wynikow dla pacjentéw z grupy HR w bliskiej
odlegtosci od wynikéw dla pacjentéw z grupy non-HR $wiadczy o ich podobienstwie
wzgledem analizowanych cech, przez co tez nie mozna potwierdzi¢ skuteczno$ci analizy
PCA. Komponent 3, wyjasniajacy 4,67% wariancji dla danych wyjSciowych takze nie

wnosit istotnych informacji.

Z uwagi na fakt, iz nie zaobserwowano klastrowania si¢ wynikéw pacjentow
wzgledem wystapienia u nich wznowy, a ktére to wyniki podobnie jak wynik pacjenta,
u ktérego wystapit zgon, znajdowaly si¢ w bliskiej odlegtosci od pozostatych wynikow,

nie jest mozliwe potwierdzenie skutecznosci analizy PCA.
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Wynik analiz HCA pozostawal w zgodnosci z analizg PCA, dlatego tez nie publikuje
si¢ dendrogramu dla HCA.

Rycina 37. przedstawia uzyskane wyniki obcigzen PCA wzgledem PCI1, PC2 oraz
PC3 w zakresie 3500-2800 cm™ i 1800-800 cm™ widm surowicy pacjentéw z grupy HR
i grupy non-HR.
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Rycina 37.Wykresy obcigzen analizy PCA dla komponentow PC1, PC2 i PC3 w zakresie
3500-2800 cm™ oraz 1800-800 cm™ widma FT-IR surowicy grupy HR i grupy non-HR.
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4.2. Analizy spektralne FT-IR — SZPIK KOSTNY

4.2.1. Wyznaczenie pasm charakterystycznych dla widm FT-IR lizatu

komorkowego szpiku kostnego oraz porownanie wartosci absorpcji

Na rycinie ponizej przedstawiono widma oryginalne reprezentatywne dla szpiku
kostnego pacjentow z zaburzeniami hematologicznymi (kolor czarny - HEMC) oraz
pacjentow z biataczka w momencie rozpoznania (kolor czerwony — LEUK-PD) (rycina
38.). W tabeli 9. umieszczono pozycje maksimow dla HEMC i LEUK-PD wraz
z warto$ciami absorpcji i przypisami biochemicznymi.

T T T T T T 7/ T T T T T T T T

0,10 4 —— LEUK-PD ﬁ -4 0,10
HEMC

0,08 - 0,08

0,06 - 0,06

Absopdja (a.u.)

0,04 - 0,04

0,02 0,02

0,00 T T T T T T //AA}' T T T T T T T T 0,00
3400 3200 3000 1600 1400 1200 1000 800

Liczba falowa (1/cm)

Rycina 38. Widma reprezentatywne dla lizatu komérkowego szpiku kostnego pacjentow
z zaburzeniami hematologicznymi (HEMC — kolor czarny) oraz pacjentdw z bialaczka
w czasie rozpoznania (LEUK-PD — kolor czerwony). Widma FT-IR lizatu komérkowego
szpiku kostnego przedstawiono dla zakresu 3500-800 cm™ z pominigciem zakresu 2800-
1800 cm” wolnego od absorpcji podczerwieni dla probek biologicznych.
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Tabela 9. Pozycja maksimow dla widm FT-IR lizatu komoérkowego szpiku kostnego
pacjentow z zaburzen hematologicznymi (HEMC) i1 pacjentow z bialaczka w czasie
rozpoznania (LEUK-PD) wraz z odpowiadajagcymi im warto$ciami absorpcji
1 przypisami biochemicznymi.

Szpik HEMC | Szpik LEUK-PD
Pozycja Pozycja Przypis biochemiczny
Abs.** Abs.**
max.* max.
drgania rozciagajace grup -NH: Amid A, biatka, kwasy
3284 0,061 3283 0,061 nukleinowe
drgania rozciagajgce grup -OH: woda [67]
3104 | 0,033 3104 0,033
3095 | 0,033 3095 0,033
drgania rozciggajace grup =CH: lipidy [67-68]
3072 | 0,033 3072 0,033
3061 0,028 3061 0,033
2986 0,027 2986 0,023 drgania asymetryczne rozciggajace grup CH,:lipidy
2957 | 0,036 2956 0,032 [69,70]
2925 0,039 2928 0,032 [ drgania asymetryczne rozciggajace grup CHj: lipidy [69]
2870 0,028 2870 0,025 | drgania symetryczne rozciaggajace grup CH,: lipidy [71]
drgania symetryczne rozciagajace grup CHj: lipid
2855 | 0,027 2855 0,023 s ymen e
[70-71]
drgania rozciagajace C=0 (estry): estry cholesterolu,
1743 | 0,005 1743 0,001 s ie J? _ ( .ry) Y
fosfolipidy, trojglicerydy [72]
1642 | 0,106 1642 0,104
drgania rozciggajace C=0: amid I, biatka [73]
1632 0,01 1632 0,099
1545 | 0,089 1545 0,088
drgania zginajace N-H, drgania rozciggajace C-N: amid
1535 | 0,098 1535 0,097 s s s st
11, biatka [74-75]
1516 | 0,083 1515 0,084
1467 0,042 1467 0,041 drgania nozycowe grup CH,. lipidy [76]
1452 0,046 1451 0,045 | drgania zginajace grup CH, i CHjs: lipidy, biatka [76-77]
drgania symetryczne rozciagajace C=0 grup COO":
1392 | 0,049 1392 0,048 s y. Y ase ST
biatka/kwasy thuszczowe [78-79]
1301 0,038 1302 0,038 drgania skrecajace grup CH,: kwasy tluszczowe [90]
asymetryczne drgania rozciagajace grup PO, :kwas
1240 | 0027 | 1239 | 0,036 e & AEAIACE D T, Ty
nukleinowe, fosfolipidy i biatka fosforylowane [71,81]
1166 0,023 1168 0,024 | drgania C=0: seryna, treonina, tyrozyna, biatka [82-83]

73




1104 0,027 1105 0,026 drgania rozciagajace grup C=0: weglowodany [84]

drgania rozciagajace symetryczne grup PO,: DNA,
RNA, fosfolipidy, biatka fosforylowane [91]

1082 | 0,027 1085 0,024

drgania rozciagajace C-O: ryboza (RNA), weglowodany
[89]

988 0,006 988 0,007

932 0,005 930 0,005 lewoskretna helisa kwasu DNA (Z-forma) [92]

*Pozycja max. — pozycja maksimum [cm™']; ¥*Abs. — warto$¢ absorpcji [a.u.]

Dokonano podziatu grupy HEMC podobnie jak w przypadku surowicy na 4
podgrupy. Rycina 39. przedstawia widma reprezentatywne dla lizatu komoérkowego

szpiku kostnego podgrup HEMC i LEUK-PD.
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Rycina 39. Widma reprezentatywne dla szpiku kostnego dla poszczegolnych podgrup
utworzonych dla podgrup pacjentdéw z zaburzeniami hematologicznymi (HEMC-E —
kolor zielony, HEMC-P — kolor szary, HEMC-L — kolor r6zowy, HEMC-W - kolor
pomaranczowy) i LEUK-PD (kolor czerwony). Widma FT-IR przedstawiono dla zakresu
3500-800 cm™ z pominigciem zakresu 2800-1800 cm™ wolnego od absorpcji IR dla
probek biologicznych.
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Dla usrednionych widm FT-IR lizatu komorkowego szpiku kostnego podgrup

HEMC i1 LEUK-PD pozycj¢ pikow oraz odpowiadajgce im wartosci absorpcji

umieszczono w tabeli 10.

Tabela 10. Pozycja maksimow dla widm FT-IR lizatu szpiku kostnego pacjentow
z zaburzeniami hematologicznymi z wydzielonymi podgrupami

Szpik Szpik Szpik Szpik Szpik Szpik
HEMC HEMC-L HEMC-W HEMC-E HEMC-P LEUK-PD

O e A e A R R

= | £ | |£2 |8 |£2 |8 |£2 |% |2 |&8 |4

= < = < = < = < = < = <

3284 | 0,061 [ 3283 | 0,058 | 3284 | 0,064 [ 3285 | 0,068 | 3283 [ 0,058 | 3283 | 0,061
3104 | 0,033 [ 3105 | 0,033 | 3105 | 0,034 [ 3105 | 0,034 | 3105 | 0,027 | 3104 | 0,033
3095 | 0,033 [ 3095 | 0,033 | 3095 | 0,034 [ 3095 | 0,034 | 3095 | 0,027 | 3095 | 0,033
3072 | 0,033 [ 3072 | 0,033 | 3072 | 0,034 [ 3072 | 0,033 | 3072 | 0,028 | 3072 | 0,033
3061 | 0,028 [ 3061 | 0,033 | 3061 | 0,034 [ 3061 | 0,03 | 3061 | 0,028 | 3061 | 0,033
2986 | 0,027 [ 2986 | 0,025 - - 2986 | 0,03 | 2982 | 0,031 [ 2986 | 0,023
2957 | 0,036 | 2956 | 0,035 | 2957 | 0,025 | 2958 | 0,04 | 2957 | 0,031 [ 2956 | 0,032
2925 | 0,039 [ 2925 | 0,037 | 2927 | 0,035 [ 2925 | 0,042 | 2925 | 0,034 | 2928 | 0,032
2870 | 0,028 [ 2870 | 0,028 | 2871 | 0,027 | 2871 | 0,03 | 2870 | 0,029 | 2870 | 0,025
2855 | 0,027 | 2855 | 0,026 | 2854 | 0,024 | 2854 | 0,027 | 2857 | 0,028 | 2855 | 0,023
1743 | 0,005 | 1743 | 0,004 | 1743 | 0,002 | 1744 | 0,004 [ 1744 | 0,005 | 1743 | 0,001
1642 | 0,106 | 1642 | 0,104 | 1642 | 0,111 | 1640 | 0,112 | 1642 | 0,106 | 1642 | 0,104
1632 | 0,01 | 1632 | 0,098 | 1633 | 0,11 | 1633 | 0,112 | 1633 | 0,101 | 1632 | 0,099
1545 | 0,089 | 1545 | 0,088 | 1545 | 0,094 | 1545 | 0,093 | 1545 | 0,088 | 1545 | 0,088
1535 | 0,098 | 1535 | 0,097 | 1535 | 0,103 | 1536 | 0,098 [ 1535 | 0,099 | 1535 | 0,097
1516 | 0,083 | 1514 | 0,084 | 1514 | 0,086 | 1514 | 0,076 | 1514 | 0,076 | 1515 | 0,084
1467 | 0,042 | 1467 | 0,043 | 1467 | 0,042 | 1467 | 0,038 | 1467 | 0,045 | 1467 | 0,041
1452 | 0,046 | 1452 | 0,047 | 1452 | 0,046 | 1452 | 0,042 | 1452 | 0,048 | 1451 | 0,045
1392 | 0,049 | 1391 | 0,05 | 1392 | 0,048 | 1394 | 0,048 [ 1391 | 0,052 | 1392 | 0,048
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1301 | 0,038 | 1302 | 0,04 | 1302 | 0,038 | 1302 | 0,035 | 1301 | 0,04 | 1302 | 0,038

1240 | 0,027 | 1239 | 0,038 | 1241 | 0,036 | 1242 | 0,034 | 1240 | 0,039 | 1239 | 0,036

1166 | 0,023 | 1165 | 0,027 | 1167 | 0,024 | 1168 | 0,022 [ 1165 | 0,029 | 1168 | 0,024

1104 | 0,027 | 1104 | 0,027 [ 1105 | 0,025 | 1103 | 0,027 | 1104 | 0,027 | 1105 | 0,026

1082 | 0,027 | 1084 | 0,027 [ 1085 | 0,028 [ 1081 | 0,031 | 1087 | 0,026 | 1085 | 0,024

988 | 0,006 | 988 [ 0,006 [ 988 | 0,005 | 988 [ 0,005 | 970 | 0,006 [ 988 | 0,007

932 | 0,005 | 931 | 0,005 | 932 | 0,004 | 931 | 0,002 | 934 [ 0,005 | 930 [ 0,005

896 | 0,002 | 896 ([ 0,002 | 896 | 0,002 | 900 | 0,001 | 896 | 0,002 [ 897 | 0,003

*Max. — pozycja maksimum [cm™']; **Abs. — warto§é absorpcji [a.u.]

Widma lizatu komodrkowego szpiku kostnego wykazywaly pasma 1 piki
charakterystyczne dla zwigzkow lipidowych, biatek, weglowodanow 1 kwasow
nukleinowych DNA oraz RNA w zakresach liczb falowych zblizonych do tych
obserwowanych dla surowicy. Z uwagi na male liczebno$ci podgrup HEMC, w analizach

uwzgledniono takze porownanie grupy LEUK-PD i HEMC bez wydzielania podgrup.

W regionie 3500-3000 cm™ odnotowano piki charakterystyczne dla drgan
rozciggajacych grup -NH 1 grup -OH amidu A i1 wody (pozycja maksimum w zakresie
3285-3283 cm™') oraz przypisywane drganiom rozciggajacym grup metylenowych dtugich
tancuchoéw kwasow thuszczowych (lipidy) piki z pozycja maksimum: 3105 cm’,
3095 cm™, 3073-3072 cm™ i 3061 cm™. Najwyzsze warto$é absorpcji w tym regionie
wykazano dla usrednionego widma grupy HEMC-E, a najnizsze dla HEMC-P. Dla
pasma w zakresie 3000-2800 cm™ najnizsze wartosci absorpcji obserwowano z kolei dla
usrednionego widma grupy LEUK-PD, a wyznaczone piki przypisano dla
asymetrycznych i symetrycznych drgan rozciagajacych grup CH, i CHj; (gtownie lipidy,
w mniejszym udziale biatka, kwasy nukleinowe) odpowiednio przy: 2987-2986 cm™,
2928-2925 cm™ i 2958-2956 cm™ oraz 2871-2870 cm™ i 2857-2854 cm-1. Dla grup
HEMC 1 LEUK-PD stwierdzono istotng statystycznie réznic¢ w wartosci absorpcji dla
zmiennych: 2870 cm’ (p=0,008065), 2928-2925 cm™ (p=0,000782) i 2958-2956 cm’'
(p=0,008207), ale gdy w analizie uwzgledniono podgrupy HEMC, warto$¢ absorpcji

roznica nie osiggneta poziomu istotnosci statystycznej (ryciny 40-42).
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Wykr. ramka-wasy wzgledem grup
Zmienna: 2957-2956 cm™'
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Rycina 40. Wykres poréwnujacy warto$¢ absorpcji dla grup dla piku z maksimum przy
pozycji 2957-2956 cm™ widma FT-IR lizatu komoérkowego szpiku kostnego. Roéznica
istotna statystycznie (p=0,008207).

Wykr. ramka-wasy wzgledem grup
Zmienna: 2928-2925 cm-'
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Rycina 41. Wykres poréwnujacy wartosci absorpcji dla grup dla piku z maksimum przy
pozycji 2928-2925 cm™ widma FT-IR lizatu komoérkowego szpiku kostnego. Réznica
istotna statystycznie (KW ANOVA - p=0,000782).
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Wykr. ramka-wasy wzgledem grup
Zmienna: 2871-2870 cm’’
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Rycina 42. Wykres poréwnujacy wartosci absorpcji dla grup dla piku z maksimum przy
pozycji 2871-2870 cm™ widma FT-IR lizatu komoérkowego szpiku kostnego. Roéznica
istotna statystycznie (p=0,008065).

Co wazne, w widmie reprezentatywnym grupy HEMC-W nie zaobserwowano
piku przy pozycji ok. 2987-2986 cm™, a dla grupy HEMC-P zauwazono przesuniccie
w kierunku wyzszych liczb falowych tj. 2982 cm™. Uzyskujac widmo drugiej pochodne;j,
potwierdzono obecno$é przy liczbie falowej 2986 cm™ piku dla grupy HEMC-W,
o wartosci absorpcji zauwazalnie nizszej w pordwnaniu do tej obserwowanej dla innych
grup. Analizujac widma drugiej pochodnej dla wszystkich pacjentow w grupie
HEMC-P, tylko w 2 przypadkach obserwuje sie przesuniecie do 2982 cm™ i 2980 cm™,
w pozostalych przypadkach minimum obserwowane jest przy 2988-2986 cm™.
Przesunigcie to obserwowano takze dla jednego pacjenta z grupy HEMC-W (2982 cm™),
jednego pacjenta z grupy HEMC-L (2981 cm™) oraz 4 pacjentéw z grupy LEUK-PD
(trzech pacjentow - 2982 cm™ i 2981 cm™). W zakresie tym innych istotnych przesunieé
nie obserwowano, jako ze miescily si¢ one w przedziale +3 cm”. Widma drugiej
pochodne dla catego analizowanego zakresu oraz zakresu, w ktérym obserwowano

istotne przesunigcia przedstawiono na rycinach 43-44.
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Rycina 43. Wykres drugiej pochodnej lizatu komorkowego szpiku kostnego dla grupy
LEUK-PD (kolor czerwony) i podgrup HEMC (HEMC-E — kolor zielony, HEMC-P —
kolor szary, HEMC-L — kolor r6zowy, HEMC-W — kolor pomaranczowy) w zakresie

3500-800 cm™ z pominieciem zakresu 2800-1800 cm™.
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Rycina 44. Widmo drugiej pochodnej lizatu komérkowego szpiku kostnego usrednione
dla grupy LEUK-PD (kolor czerwony) i podgrup HEMC (HEMC-E — kolor zielony,
HEMC-P - kolor szary, HEMC-L — kolor r6zowy, HEMC-W — kolor pomaranczowy)
w zakresie 3100-2900 cm™. Strzatka zaznaczono region, w ktorym obserwowano istotne

przesunigcia.
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Charakterystyczny dla drgan rozciagajacych grup estrowych C=0 (kwasy
thuszczowe, trojglicerydy, fosfolipidy) pik potozony byt przy 1744-1743 cm’, przy czym
dla usrednionego widma grupy LEUK-PD odnotowano najnizszg warto$¢ absorpcji dla

tego piku, a dla grupy HEMC-P byta ona najwyzsza sposrod wszystkich analizowanych
grup.

Najwyzsze wartosci absorpcji w calym analizowanym zakresie liczb falowych
stwierdzono dla pasma amidu I (1700-1600 cm™) i amidu II (1600-1500 cm™). Drgania
rozciggajagce C=0 amidu I w widmie uwidoczniono przy nastepujacych liczbach
falowych: 1642-1640 cm™ i 1633-1632 cm™, a drgania zginajace grup NH i rozciagajace
C-N amidu II przy 1545-1544 cm™, 1536-1535 cm™ i 1516-1516 cm™. Dla piku 1633-
1632 cm™ warto$¢ absorpcji roznita sie istotnie statystycznie pomiedzy grupa HEMC-W
i HEMC-L (p=0,045468, Rycina 45.) Najnizsze wartosci absorpcji dla zakresu 1700-
1500 cm™ wykazano dla usrednionego widma grupy HEMC-L, a najwyzsze dla grupy
HEMC-E dla zakresu amidu I i HEMC-W w przypadku zakresu amidu II. W regionie
molekularnego odcisku palca uwidoczniono takze piki powigzane z lipidami, tj.
charakterystyczne dla drgan nozycowych grup CH, lancuchow acylowych dwuwarstw
lipidowych (maksimum przy 1468-1467 cm™), drgan wychylajacych grup CH; i CH,
(1452-1451 cm™), symetrycznych drgan rozciagajacych C=0 grup COO" biatek i kwasow
thuszczowych (1394-1391 cm™) i skrecajacych drgan grup CH, kwasow tluszczowych
(1302-1301 cm™). Wartosci absorpcji dla wyzej wymienionych pikéw byly zblizone
1 nie ro6znity si¢ istotnie statystycznie dla wszystkich analizowanych grup, przy czym dla
usrednionego widma podgrupy HEMC-E odnotowano najwyzszg absorpcje¢, a najwyzsza

dla HEMC-L sposrod wszystkich grup.
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Wykr. ramka-wasy wzgledem grup
Zmienna: 1633-1632 cm’”
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Rycina 45. Wykres poréwnujacy warto$¢ absorpcji dla grup dla piku z maksimum przy
pozycji 1633-1632 cm™ widma FT-IR lizatu komorkowego szpiku kostnego. Roznica
istotna statystycznie (KW ANOVA - p=0,0377).

Przypisywane drganiom rozciggajacym asymetrycznym grup fosforanowych
(POy") kwasow nukleinowych, biatek i1 fosfolipidow piki obserwowano przy liczbach
falowych 1242-1239 em’, a charakterystyczny dla lewoskretnej helisy DNA przy 934-
931 cm’. Najwyzsza absorpcje dla pierwszego z tych pikéw obserwowano dla
usrednionego widma grupy LEUK-PD, najnizsza natomiast dla widma grupy HEMC-E.
Dla piku przy 934-931 cm™ warto§¢ absorpcji wyznaczona dla usrednionych widm byta
rowna dla wszystkich grup w wyjatkiem HEMC-W 1 HEMC-E, dla ktorych
obserwowano nizsze wartosci absorpcji. Opisywany najczesciej dla symetrycznych drgan
grup fosforylowych pik obserwowano przy liczbach falowych z zakresu 1087-1080 cm™.
Dla grup HEMC-L, HEMC-W i LEUK-PD pik ten w usrednionym widmie pojawiat si¢
przy 1085 cm™ i byl przesunicty w kierunku wyzszych liczb falowych dla grupy
HEMC-E (1081 cm™) i nizszy liczb falowych w przypadku HEMC-P (1087 cm™). Dla
usrednionego widma grupy HEMC-E dodatkowy pik pojawit si¢ przy 1068 cm™ liczby
falowej 1 uwidoczniony zostat takze w widmie drugiej pochodnej (rycina 46.) Analiza
wynikéw dla pacjentow w grupach wykazata, iz dla pacjentow grupy LEUK-PD
obserwowano minima w zakresie 1086-1080 c¢cm™', dla HEMC-L - 1093-1081 cm™,
HEMC-E — 1084-1080 cm'l, HEMC-W 1086-1080 cm™ oraz dla HEMC-P w zakresie
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1091-1080 cm™'. Dodatkowe piki w zakresie 1075-1068 cm™ odnotowano zaréwno dla
pacjentow z podgrupy HEMC-E (2 pacjentow), jak i pozostatych podgrup HEMC
(7 pacjentow z grupy HEMC-P, 3 pacjentow z grupy HEMC-W i HEMC-L) oraz
LEUK-PD (10 pacjentow).
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Rycina 46. Widmo drugiej pochodnej lizatu komorkowego szpiku kostnego dla
usrednionych dla grupy LEUK-PD (kolor czerwony) i podgrup HEMC (HEMC-E —
kolor zielony, HEMC-P — kolor szary, HEMC-L — kolor r6zowy, HEMC-W — kolor
pomaraficzowy) w zakresie 1100-1000 cm™. Strzatkami zaznaczono regiony, dla ktorych
obserwowano roznice dla grupy HEMC-E.

Inne obserwowane w regionie odcisku molekularnego piki o wizualnie nizszej
absorpcji to m.in. zwigzany z drganiami grup C-O aminokwaséw biatkowych (tyrozyna,
seryna, treonina) w zakresie 1168-1165 cm™, drganiami rozciagajacymi grup C=0 (1105-
1103 cm™) czy drgami rozciagajacymi grup C-O rybozy kwasu rybonukleionego
i innych weglowodanéw pik z maksimum z zakresie 990-988 cm’, z odpowiednio
najwyzsza absorpcja dla wyzej wymienionych pikow dla usrednionego widma grup
HEMC-P i LEUK-PD i najnizsza dla widma grupy HEMC-E dla obydwu pikow. Dla
wszystkich tych zmiennych nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic w wartosci

absorpcji dla analizowanych grup.
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Na podstawie krzywy ROC wyznaczono czuto$¢ 1 specyficznos¢ dla wszystkich
zmiennych, dla ktorych stwierdzono istotng statystycznie roznice w wartosci absorpcji.

Dane zawarto w tabeli ponizej (tabela 11.)

Tabela 11. Zestawienie wartosci czutos¢ 1 specyficznosci oraz punktu odcigcia i AUC dla
poszczegbdlnych zmiennych dla widm FT-IR lizatu komérkowego szpiku kostnego.

Pik Specyficznosé¢ | Czulosé | Punkt odciecia AUC
. Grupa
[em™] [Yo] [Yo] [a.u.]
2871-2870 | HEMC i LEUK-PD 65,22 63,15 0,0265 0,60984
2928-2925 | HEMC i LEUK-PD 73,08 68 0,0335 0,76769
2958-2956 | HEMC i LEUK-PD 76,93 52 0,03249 0,69231
1632 HEMC-W i HEMC-L 06,67 80 0,10547 0,71667

4.2.2. OKkreslenie drugorzedowej struktury bialek — analiza pasm skladowych

zakresu amidu I widm FT-IR lizatu komdérkowego szpiku kostnego

W celu ustalenia udzialu procentowego poszczegdlnych konformacji bialek
w analizowanych prébkach szpiku kostnego, tak jak w przypadku surowicy krwi,
dokonano integracji dzialajac na drugiej pochodnej widm FT-IR. Dla usrednionych widm
podgrup HEMC i LEUK-PD minima dla zakresoéw charakterystycznych dla p-kartki
obserwowano przy liczbach falowych 1694-1692 cm™ i 1631-1629 cm™, p-zakretu -
1680-1679 cm” i 1671-1670 cm™, o-helisy - 1661-1660 cm™, struktury
nieuporzadkowanej - 1646-1644 cm™, a takze dla powiazanych z migdzyczasteczkowymi
B-kartkami skutkujacymi agregacja protein z minimami 1615-1614 cm™ i grup bocznych
reszt aminokwasow 1608 cm™. Rycina ponizej przedstawia przykladowa metode
integracji dla usrednionego widma LEUK-PD (A) i grupy HEMC (B) (rycina 47).
W tabeli 12. zawarto pozycje miniméw dla poszczegdlnych struktur drugorzedowych

biatek obserwowane dla widma drugiej pochodnej lizatu komoérkowego szpiku kostnego.
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Absorpcja (a.u.)

Liczba falowa (1/cm)

Rycina 47. Metoda integracji widm FT-IR lizatu komodrkowego szpiku kostnego
w zakresie 1700-1600 cm™ na przyktadzie usrednionych widm drugiej pochodnej LEUK-

PD (A) i HEMC (B).

Tabela 12. Wyznaczone pozycje minimum w zakresie 1700-1600 cm™ widma FT-IR

lizatu komorkowego szpik kostnego usrednionych dla analizowanych grup.

Pozycja minimum [cm™']

« [
= £ : g 2
b [==N
2T 3 gl gl g 2|2 |23| =
B v o= = - e B =
s 3 = = S & | 3 S L &
z o 3 s | § | 2| £ |3 |gE| ¢
2 o &I. @'_ @'_ =] =) @'_ %.E en
= (=% f E <
= o =
o
=
HEMC 1692 1679 1671 1660 1646 1631 1615 1608
LEUK-PD 1694 1680 1671 1660 1646 1630 1615 1608
(]
& HEMC-E 1693 1680 1670 1661 1644 1629 1615 1608
(S HEMC-P 1693 1680 1670 1660 1646 1631 1615 1608
HEMC-L 1693 1680 1670 1661 1646 1629 1615 1608
HEMC-W 1693 1679 1671 1660 1644 1630 1614 1608
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Dla usrednionych widm wyliczono udziat procentowy poszczegdlnych struktur.
Dane przedstawiono w tabeli ponizej (tabela 13.).

Tabela 13. Udzial procentowy poszczegdlnych struktur drugorzgdowych dla
usrednionych widm FT-IR lizatu komodrkowego szpiku kostnego podgrup HEMC
1 LEUK-PD

= Sredni procentowy udzial struktury drugorzedowej bialek [%]

- =

=)

22

& ¥ p-kartka p-zakret p-zakret o-helisa Struktura p-kartka

L 5 |(1694-1692 | (1680-1679 | (1671-1670 | (1661-1660 | nieuporzadkowana | (1631-1629

sz em’™) em’™) cm-") em’) (1646-1644 cm™) em’™)

5

U =
LE%K' 1142% | 2037% 0,13% 19.18% 24.57% 22.92%
HEMC-E | 12.59% | 22.51% 0,18% 26.60% 15.38% 21,39%
HEMC-P | 12.95% | 20,09% 0,14% 17.71% 23.70% 23.76%
HE‘l)‘V‘C' 12,60% | 2034% | 0.11% 18.95% 23.12% 23.40%
HEMC-L| 13.26% | 2032% 0.10% 18.40% 24.50% 22.17%

Analizujgc  widma usrednione udzial procentowy poszczegolnych struktur
drugorzedowych biatek, z uwzglednieniem w analizie podgrup HEMC byt zblizony dla
wszystkich grup. Najwyzszy $redni udziat procentowy odnotowano dla struktury
nieuporzadkowanej (LEUK-PD i HEMC-L) badz struktury B-kartki z minimum przy
1631-1629 cm™ (HEMC-P, HEMC-W, HEMC-E). Sredni udzial procentowy struktury
nieuporzadkowanej dla HEMC-E wynosit 15,38% 1 byl nizszy w poréwnaniu do
pozostatych grup, dla ktérych miescit si¢ w przedziale 23,12% do 24,57%, a dla struktury
a-helisy w przedziale od 17,71% (HEMC-P) do 26,60% (HEMC-E). Zauwazy¢ mozna,
iz dla grupy HEMC-E S$redni udzial struktury o-helisy byl wyzszy od struktury
nieuporzadkowanej w odréznieniu od pozostatych grup Dla struktury beta-kartki
z minimum przy 1631-1629 cm™ wyniki obserwowano w zakresie od 22,17% (HEMC-
L) do 23,76% (HEMC-P), a z minimum przy 1694-1692 cm’ odpowiednio od 11,42%
(LEUK-PD) do 13,26% (HEMC-L). Dla struktury beta-zakretu z minimum przy 1680-
1679 cm™ wartosci te miescily sie w zakresie od 20,09% (HEMC-P) do 22,51%
(HEMC-E). Co wigcej, w odréznieniu od pozostalych grup dla usrednionego widma
grupy HEMC-E S$rednia dla udzialu procentowego tej struktury byla nizsza niz
w przypadku struktury alfa-helisy. Najnizszy $redni udziat procentowy charakteryzowat

strukture  beta-zakretu z minimum przy 1671-1670 cm™ (0,10-0,18%), Dla
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obserwowanych roznic nie wykazano jednak istotnos$ci statystycznej. Rycina ponizej
przedstawia rozrzut danych obserwowany dla pojedynczych pacjentdow w grupach (rycina

48.)
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Rycina 48. Zestawienie udzialu procentowego struktur drugorzedowych biatek dla
poszczegbdlnych podgrup HEMC i LEUK-PD.
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4.2.3. Wielowymiarowe analizy chemometryczne PCA i HCA dla widma

FT-IR lizatu komdérkowego szpiku kostnego

Przeprowadzono analiz¢ HCA 1 PCA dla widm lizatu komoérkowego szpiku
kostnego. Wykresy wynikow wzgledem PC1, PC2 oraz PC3 umieszczono na rycinach
rycinach 49-50. Wyniki dla grupy LEUK-PD zaznaczono kolorem czerwonym,
a kolorem czarnym dla podgrup HEMC. Dla podgrup HEMC zastosowano nastepujace
symbole: pacjenci z anemig (symbol +), matoptytkowoscig (), leukopenig (A) oraz
pancytopenig (m).
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Rycina 49. Wykres wynikéw PCA wzgledem PC1 1 PC2 dla grupy LEUK-PD (kolor
czerwony) oraz podgrup HEMC (kolor czarny) w zakresie 3500-2800 cm™ i 1800-800
cm” widm FT-IR lizatu komoérkowego szpiku kostnego. Ze wzgledu na rodzaj zaburzenia
dla podgrup HEMC kolorem czarnym wyr6zniono pacjentéw z anemig (symbol +),
maloplytkowoscig (), leukopenia (A) oraz pancytopenia (m).
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Rycina 50. Wykres wynikow PCA wzgledem PC2 i PC3 (wykres po prawej stronie) oraz
PC1 1 PC3 (wykres po lewej stronie) grupy LEUK-PD (kolor czerwony) oraz podgrup
HEMC (kolor czarny) w zakresic 3500-2800 cm™ i 1800-800 cm™ widm lizatu
komorkowego szpiku kostnego. Ze wzgledu na rodzaj zaburzenia dla podgrup HEMC
kolorem czarnym wyr6zniono pacjentdéw z anemig (symbol +), matoptytkowoscig (o),
leukopenig (A) oraz pancytopenia (m).

Analizujagc potozenie wynikow dla HEMC i LEUK-PD wzgledem PCl1
wyjasniajacej 57,90 % wariancji, a takze PC2 (17,89%) 1 PC3 (13,48%), nie stwierdzono
klastrowania si¢ wynikow LEUK-PD, ktore rozmieszczone sa posrod wynikow
pacjentow z podgrup HEMC. Uwzgledniajac PC1 dla podgrup HEMC zaobserwowano
jednak, iz wyniki dla HEMC-W polozone byly w III i IV kwadracie wykresu
odpowiadajagcym pozytywnym PCI1, ktére mozna wyjasni¢ ujemnymi warto$ciami
obcigzen (rycina 49.). Obcigzenia te sg charakterystyczne dla drgan asymetrycznych
i symetrycznych rozciagajacych grup CH, (odpowiednio 2944 cm™ i 2859 cm™), a takze
dla drgan rozciagajacych grup C-H (3000 cm™). Analizujac polozenie wynikow
wzgledem PC2 i PC3 réwniez nie stwierdzono wyraznego klastrowania si¢ wynikéw dla
LEUK-PD 1 podgrup HEMC. Wykresy obcigzen przedstawiono na rycinie 51. Brak
mozliwosci potwierdzenia skutecznosci analizy PCA potwierdzono takze w analizie

HCA, z uwagi na co nie publikuje si¢ dendrogramu.
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Rycina 51. Wykresy obcigzen analizy PCA dla komponentéw PC1, PC2 i PC3 w zakresie
3500-2800 cm™' oraz 1800-800 cm™ widma FT-IR lizatu komérkowego szpiku kostnego
grupy LEUK-PD oraz podgrupy HEMC.
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4.2.4. Ocena roéznic spektralnych lizatu komoérkowego szpiku kostnego

pacjentow z ALL uwzgledniajaca grupy ryzyka

Rycina 52. przedstawia usrednione widma lizatu komorkowego szpiku kostnego
dla pacjentow z grupy wysokiego ryzyka (HR) i1 spoza wysokiego ryzyka (non-HR)
w zakresie 3500-800 cm™, z pominicciem zakresu 2800-1800 cm™. W tabeli 14.
przedstawiono pozycje pikéw oraz odpowiadajacymi im warto$ciami absorpcji

wyznaczonymi dla widm obydwu grup.
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Rycina 52. Uérednione widma FT-IR lizatu komorkowego dla pacjentéw
zakwalifikowanych do grupy wysokiego ryzyka (HR — kolor czarny) i spoza grupy
wysokiego ryzyka (mon-HR — kolor czerwony) w zakresie 3500-2800 cm'’
i 1800-800 cm.
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Tabela 14. Pozycja pikow wraz z odpowiadajacg im warto$ciag absorpcji dla usrednionych
widm FT-IR lizatu komérkowego szpiku kostnego grup HR i non-HR.

Grupa HR Grupa non-HR
Maksimum Absorpcja | Maksimum piku | Absorpcja
piku [cm'l] [a.u.] [cm'l] [a.u.]

3283 0,063 3283 0,060
3104 0,035 3104 0,032
3095 0,035 3095 0,032
3072 0,035 3072 0,034
3061 0,035 3061 0,033
2986 0,023 2986 0,023
2956 0,032 2956 0,032
2928 0,033 2829 0,033
2870 0,026 2870 0,025
2855 0,024 2855 0,023
1743 0,002 1743 0,002
1642 0,106 1642 0,105
1632 0,100 1632 0,100
1545 0,090 1545 0,089
1515 0,099 1515 0,099
1467 0,041 1467 0,042
1451 0,045 1451 0,046
1392 0,049 1392 0,049
1302 0,040 1302 0,039
1239 0,036 1239 0,037
1168 0,024 1168 0,024
1105 0,025 1105 0,026
1085 0,022 1085 0,026
988 0,006 988 0,007
930 0,005 930 0,005
897 0,003 897 0,003

Potozenie pasm oraz pozycje maksimow pikow przy danej liczbie falowej byto
zblizone do tego wyznaczonego dla usrednionego widma lizatu komoérkowego szpiku
kostnego grupy LEUK-PD. Analizowano wartosci absorpcji dla grupy HR i non-HR.
Wyzsza absorpcje dla regionu 3500-3000 cm™ i 1000-800 cm” wykazano dla
usrednionego widma grupy HR, a dla grupy non-HR w zakresie od 1500 do 1000 cm™
liczby falowej. Dla zakresow 1700-1600 cm™ i 1600-1500 cm™, a takze 3000-2800 cm™

warto$ci absorpcji byly zblizone. Dla zadnej z obserwowanych roznic nie wykazano
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istotnos$ci statystycznej. Maksima pikow obserwowano dla obydwu grup przy tych
samych liczbach falowych. Widmo drugiej pochodnej dla grup HR i non-HR

przedstawia rycina 53.

310E'4 T T T T T T //// T T T T T T T T
Grupa HR
2,0E-4 4 — Grupa non-HR
—~ 1,0E-4 ~
3
\(U_/ ]
©
‘S 0,0E+0 -WWWML
2
[e) ]
w
o]
< -1,0E-4 -
-2,0E-4 ~
-3,0E-4 //

T 1 T LI T T 1 T LI T T
3400 3200 3000 1600 1400 1200 1000 800
Liczba falowa (1/cm)

Rycina 53. Widmo drugiej pochodnej lizatu komérkowego szpiku kostnego grup HR
(kolor czarny) i non-HR (kolor czerwony) w zakresie 3500-800 cm™ z pominigciem
zakresu 2800-1800 cm” wolnego od absorpcji $wiatta podczerwonego dla probek

biologicznych.

4.2.5. OKkreslenie drugorzedowej struktury bialek — analiza pasm skladowych
zakresu amidu I widm FT-IR lizatu komérkowego szpiku kostnego

pacjentow z ALL uwzgledniajaca grupe ryzyka

W tabeli ponizej (tabela 15.) przedstawiono udziat procentowy struktur
drugorzedowych biatek dla lizatu komorkowego szpiku kostnego pacjentow z grupy

wysokiego ryzyka i spoza grupy wysokiego ryzyka.
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Tabela 15. Udziat procentowy poszczegdlnych struktur drugorzedowych dla
usrednionych widm FT-IR lizatu komoérkowego szpiku kostnego dla pacjentow
z biataczka zakwalifikowanych do grup wysokiego ryzyka (grupa HR) i pacjentéw spoza
grupy wysokiego ryzyka (grupa non-HR)

» Sredni procentowy udzial struktury drugorzedowej bialek [%]
R
=S
- W - * _
=N B-kartka B-zakret B-zakret a-helisa . Struktura p-kartka
=5 (1693 em™) | (1679 cm™) | (1671 em™) (16610 nleuporzadkolwana (16219
&£ em™) (1646 cm™) em’™)
=g
O
Grupa 11,48% 20,18% 0,10% 15,29% 27,53% 24,59%
non-HR
Gﬁ‘g’a 11,30% 20,70% 0,00% 16,09% 24.97% 25,54%

Zblizone wartosci dla $rednich udzialow procentowych poszczegdlnych
konformacji  biatek  stwierdzono  analizujac  usrednione  widma  pacjentow
przyporzadkowanych do grupy HR i non-HR. W przypadku grupy HR najwyzsza
srednig dla udziatu procentowego odnotowano dla struktury B-kartki (minimum 1631-
1629 cm™) wynoszaca 25,54%, a dla grupy non-HR bylo to 27,53% zaobserwowane dla
struktury nieuporzadkowanej. Dla stuktury B-kartki z minimum w zakresie 1694-1692
cm’ oraz 1631-1629 cm™, B-zakretu (1680-1679 cm™) i a-helisy (1661-1660 cm™)
réznica w $redniej wartoéci udziatu nie przekraczata 2%. Sredni udzial procentowy
struktury B-zakretu z minimum w zakresie 1671-1670 cm™ wynosit dla grupy non-HR
0,10%, a dla grupy HR byl bliski 0%, podczas gdy dla a-helisy (1660 cm™) wynosit
odpowiednio 15,29% 1 16,09%. Udziat procentowy struktur nieuporzadkowanych
cechowata najwigksza rdéznica, wynoszaca ok. 2,5% - w grupie HR $redni udziat
procentowy dla tej struktury wynosit 24,97%, podczas gdy dla grupy non-HR bylo to
27,53%. Co wazne, dla Zzadnej z analizowanych zmiennych réznica nie byla istotna
statystycznie. Rozrzut danych dla pojedynczych pacjentéw w grupie przedstawiono na

rycinie 54.
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Rycina 54. Zestawienie udzialu procentowego struktur drugorzedowych biatek dla grupy
HR i non-HR.

4.2.6. Wielowymiarowe analizy chemometryczne PCA 1 HCA dla widm
FT-IR lizatu komorkowego szpiku kostnego pacjentow z ALL
uwzgledniajace grupe ryzyka

Rycina 55. i Rycina 56. przedstawiaja wykresy wynikow analizy PCA
przeprowadzonej dla widm FT-IR lizatu komoérkowego szpiku kostnego pacjentow
LEUK-PD z grupy HR oznaczone na wykresach kolorem niebieskim oraz pacjentow

z grupy non-HR, oznaczonych na wykresach kolorem czerwonym.
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Rycina 55. Wykres wynikow PCA wzgledem PC1 i PC3 dla grupy HR (kolor niebieski)
i grupy non-HR (kolor czerwony) w zakresie 3500-2800 cm™ i 1800-800 cm™ widm
FT-IR lizatu komdrkowego szpku kostnego.
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Rycina 56. Wykres wynikéw PCA wzgledem PC2 i PC3 (prawa strona) oraz PC1 i PC2
(lewa strona) grupy HR (kolor niebieski) i grupy non-HR (kolor czerwony) w zakresie
3500-2800 cm™ i 1800-800 cm™ widm lizatu komérkowego szpiku komérkowego.

Wiyniki dla pacjentow z grupy HR i grupy non-HR nie wykazywaty tendencji do
klastrowania wzgledem komponentu 1 (64,94% wariancji) i komponentu 2 (12,12%).
Wyniki dla grupy HR byly rozproszone sposréd wynikow pacjentow z grupy non-HR.
Uwzgledniajac komponent 3 wyjasniajacy 7,90% wariancji dla wyjsciowych danych

spektralnych zauwazono iz z wyjatkiem jednego wyniki dla grupy HR potozone sg w 1
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1 III kwadracie wykresu odpowiadajagcym dodatnim wartosciom PC3, objasnianym przez
ujemne obciazenia (rycina 55.). Obciazenia tym przypisuje si¢ zakresy 3200-3100 cm™
charakterystyczny dla drgan rozciagajacych grup =CH i zakres 1100-1000 cm™ dla
ktérego w widmie obserwowano piki zwigzane z drganiami rozciggajacymi
symetrycznymi grup fosforanowych DNA, RNA, fosfolipidéw 1 biatek fosforylowanych
jak réwniez drgania rozciggajace grup C-O. Nie mozna jednak potwierdzi¢ skutecznosci
analizy PCA ze wzgledu na rozproszenie wynikéw dla pacjentow z grupy HR wsrod
wynikow tych z grupy non-HR, a takze brak powigzania polozenia wynikow pacjentow
z grupy HR z czynnikami wczesnej grupy wysokiego ryzyka i poziomem minimalnej
choroby resztkowej. Pod wzgledem wystapieniem wznowy badz zgonu pacjenta analizy
wynikow nie przeprowadzono, z uwagi na fakt, iz tylko dla 1 pacjenta ze wznowa
dysponowano widmem FT-IR lizatu komérkowego szpiku kostnego. Wykresy obcigzen

przedstawiono na rycinie 57.
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Rycina 57. Wykresy obcigzen analizy PCA dla komponentow PC1, PC2 i PC3
w zakresie 3500-2800 cm™ oraz 1800-800 cm™ widma FT-IR lizatu komorkowego szpiku
kostnego grupy HR i grupy non-HR LEUK-PD.
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4.3. Spektroskopia Ramana - SUROWICA

4.3.1. Wyznaczenie pasm charakterystycznych dla widm ramanowskich

surowicy oraz porownanie wartosci znormalizowanej intensywnosci

Rycina 58. przedstawia widma oryginalne surowicy usrednione dla grupy
zdrowych pacjentow (kolor niebieski - HC), pacjentow z zaburzeniami
hematologicznymi (kolor czarny - HEMC) oraz pacjentow z biataczka w momencie

rozpoznania (kolor czerwony — Leuk-PD).

W tabeli 16. zawarto polozenia maksimoéw pikéw wraz z odpowiadajagcymi im

warto$ciami znormalizowanej intensywno$ci Ramana.
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Rycina 58. Usrednione widma ramanowskie surowicy zdrowej kontroli (HC — kolor
niebieski), pacjentdéw z zaburzeniami hematologicznymi (HEMC — kolor czarny) oraz

pacjentow z biataczkg w czasie rozpoznania (LEUK-PD — kolor czerwony). Widma
przedstawiono dla zakresu 1800-500 cm™.
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Tabela 16. Pozycje uwidocznionych maksiméw dla widm ramanowskich surowicy
zdrowej kontroli (HC), pacjentéw z zaburzen hematologicznymi (HEMC) 1 pacjentow
z biataczka w czasie rozpoznania (LEUK-PD) wraz z odpowiadajacymi im warto§ciami
znormalizowanej intensywno$ci Ramana.

Surowica
Surowica HC Surowica HEMC
LEUK-PD
. . . Przypis biochemiczny
Pozycja Int. Pozycja Int. Pozycja Int.
Max. Ram. Max. Ram. max. Ram.
drgania rozciagajace C=0: amid I, biatka
1658 | 688,08 1658 596,45 1658 583,56
drgania rozciagajace C=C: lipidy [93-98]
drgania rozciggajace C-C: tyrozyna
1618 | 282,93 1618 259,33 1618 232,10 drgania rozciagajace C=C: tryptofan
[94,99]
tyrozyna [96]
1606 | 323,65 1606 276,21 1606 248,83
fenyloalanina [100]
1586 | 183,70 1586 199,09 1586 165,31 tyrozyna [96,99]
tryptofan (pierScien aromatyczny)
1553 144,50 1553 169,46 1554 137,38 | drgania rozciagajace C-N i zginajace N-H:
amid I, biatka [95-96]
drgania rozciggajace C=C: beta karoten
1523 160,47 1524 186,05 1524 160,32
[53,101]
drgania wahadlowe CH3/CH,: lipidy/biatka
1449 | 743,40 1449 703,77 1449 692,86
[53,94,95,97]
CH;/CH,,:kolagen, lipidy
drgania deformacyjne CH: biatka
1340 | 537,71 1340 463,84 1339 452,04
adenina, guanina, fenyloalanina
[93-95,97,100]
guanina
1319 | 533,94 1319 463,00 1319 457,53 drgania deforarmacyjne C-H: amid III,
biatka [93-94]
drgania rozciagajace C-N: biatka [102]
1271 | 390,99 1271 356,37 1270 344,82
drgania deformacyjne N-H: amid III [96]
fenyloalanina, tryptofan, tyrozyna
1209 | 280,24 1209 273,12 1209 254,52 (pierscien aromatyczny) [96]
drgania skrecajace CH,: metionina [95]
tyrozyna, fenyloalanina,
1176 | 152,06 1175 168,39 1175 147,35
drgania zginajace CH: biatka [53,97,99]
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drgania rozciagajace C-N, C-C: bialka,

1158 | 223,87 1157 242,82 1157 227,86
lipidy [93]
drgania rozciagajace C-N: biatka [95]
1127 | 207,65 1127 230,90 1127 208,19
drgania rozciagajace C-C: lipidy [53]
fenyloalanina, tryptofan, tyrozyna
1104 167,27 1104 196,13 1105 172,60 (pier$cien aromatyczny)
beta-karoten [95,99]
drgania rozciagajace C-C: fosfolipidy
1081 177,21 1082 207,84 1082 184,10 drgania rozciagajace PO, : DNA
[53,93,95,99]
drgania rozciagajace szkieletowe grup C-C
1063 161,94 1063 172,61 1064 152,54 s asa srp
struktur randomowych [53,93]
drgania wachlarzowe (Cf — methyl)
fenyloalanina
1032 | 269,29 1032 271,90 1032 254,40
tryptofan, tyrozyna (pier§cien
aromatyczny) [94,95]
Fenyloalanina (pierscien aromatyczny)
1004 | 925,53 1004 895,76 1004 901,38
[53,95-96]
958 283,08 958 272,58 958 257,70 drgania grup CHj: biatka [93]
942 311,43 942 299,19 942 285,34 | drgania rozciagajace grup C-C: lipidy [95]
tryptofan, tyrozyna (pierscien
aromatyczny)
900 210,92 900 237,60 900 218,13 drgania rozciagajace C-C:glutation
drgania deformacyjne (pierscien
aromatyczny): DNA [95]
drgania rozciagajace C-C: hydroksyprolina
878 174,23 878 225,39 879 204,12 & asa Y P
[93]
drgania rozciggajace C-C: prolina,
853 315,34 852 332,14 852 315,67 s asa P
tyrozyna [93,95,99-100]
drgania deformacyjne (pierscien,
758 132,67 758 193,36 758 173,12
aromatyczny): tryptofan [95-96.103]
744 112,02 744 165,70 744 144,84 | tymina (pierscien aromatyczny): DNA [93]
drgania skrecajace C-C: adenina, kwasy
720 101,07 721 153,18 721 132,48
nukleinowe [94]
drgania deformacyjne (pierscien
644 197,32 644 211,48 644 202,58
aromatyczny): tyrozyna [93]
drgania skrecajace C-C: fenyloalanina
622 212,83 622 188,63 622 184,01

[93,96,99]

Pozycja maks.* - pozycja maksimum [cm’'], Int. Ram. — znormalizowana intensywno$¢ Ramana (a.u.)
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Widma ramanowskie usrednione dla podgrup HEMC tj. anemia (HEMC-E),
matoptytkowos¢ (HEMC-P), leukopenia (HEMC-L), pancytopenia (HEMC-W) oraz
HC i LEUK-PD przedstawia Rycina 59. Tabela 17. zawiera wyznaczone pozycje pikow

wraz z odpowiadajacymi im wartosciami intensywnosci widma ramanowskiego.
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Rycina 59. Usrednione widma ramanowskie surowicy dla poszczegodlnych podgrup
utworzonych dla pacjentéw z zaburzeniami hematologicznymi (HEMC-E - kolor
zielony, HEMC-P — kolor szary, HEMC-L — kolor r6zowy, HEMC-W — kolor
pomaranczowy) oraz HC (kolor niebieski) 1 LEUK-PD (kolor czerwony).
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Tabela 17. Pozycja uwidocznionych maksiméw widma ramanowskiego wraz
z odpowiadajagcymi im wartoSciami znormalizowanej intensywnosci Ramana dla
poszczegbdlnych podgrup pacjentéw z zaburzeniami hematologicznymi.

Znormalizowana Intensywnos¢ Ramana (a.u.)
Pozycja Max.*
Surowica Surowica Surowica Surowica
HEMC-L | HEMC-W | HEMC-E | HEMC-P
1658 688,08 467,13 619,15 531,53
1618 296,81 253,55 277,86 236,09
1606 323,65 227,40 271,87 239,94
1586 196,86 167,12 174,38 147,84
1553 116,84 103,06 155,67 123,27
1523 138,07 86,88 169,63 106,80
1449 636,23 513,74 677,14 634,69
1340 453,59 445,46 466,95 449,12
1319 451,17 424,37 477,53 462,22
1271 337,07 349,19 323,37 353,04
1209 246,97 260,45 223,67 257,15
1176 144,92 153,60 135,59 145,20
1158 218,03 200,54 197,01 188,14
1127 199,96 214,88 198,88 191,08
1103 171,46 203,97 180,82 162,24
1080 176,50 199,07 197,01 169,51
1063 161,07 189,83 182,56 160,86
1032 271,59 285,68 262,85 281,70
1004 904,97 897,03 902,72 901,47
958 313,98 328,01 279,85 288,41
942 336,79 365,58 322,00 317,05
900 265,34 291,22 247,34 244,65
878 229,69 251,58 211,20 235,69
853 326,64 348,07 364,94 319,95
758 153,19 161,61 236,63 173,94
744 128,06 154,89 224,81 131,04
721 120,17 136,08 217,10 102,64
644 174,02 192,85 241,82 162,75
622 167,02 168,40 201,58 144,65

*Pozycja Max. — pozycja maksimum piku wyrazona [em™]
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Analizowano wykazywanie pasm absorpcji 1 warto$¢ absorpcji w zakresie
daktyloskopowym, tj. w zakresic przesuniecia Ramana od 1800 do 600 cm™
usrednionych widm. Dla poszczegdlnych grup obserwowano rdéznice w wartosci
intensywnosci pikow i ich polozeniu, ktére zmieniato si¢ w zakresie + 1 cm™, tj. miescito
si¢ w zakresie rozdzielczo$ci uzyskanej dla widm, przez co nie mozna stwierdzi¢ iz
zmiany te miaty charakter istotnych statystycznie. Wyzsza intensywnoscig w zakresie
1800-1600 cm™ jak i 1550-1250 cm’ charakteryzowato si¢ widmo grupy HC
i HEMC-E, w zakresie 1250-1100 cm™ intensywno$¢ widm byta zblizona dla wszystkich
analizowanych grup, podczas gdy zakres 1100-600 cm™ cechowalo najwieksze

zroznicowaniem pod wzgledem intensywnos$ci widma.

Pik charakterystyczny dla rozciggajacych drgah C=0O amidu I (biatka) i C-C
(lipidy) potozony byt przy 1658 cm™. Istotne statystycznie réznice dla wartosci
znormalizowanej intensywnoéci Ramana dla piku 1658 cm” zauwazono dla HC
1 LEUK-PD (p=0,001537) jak réwniez HC i podgrup HEMC: HEMC-L (p=0,000589),
HEMC-P (p=0,002681), a takze HEMC-W (p=0,005238)(rycina 60).

Wykr. ramka-wasy wzgledem grup

Zmienna: 1658 cm™’
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Rycina 60. Wykres porownujacy wartosci znormalizowanej intensywnos$ci Ramana dla
grup dla piku z maksimum przy pozycji 1658 cm™. Roznica istotna statystycznie (KW
ANOVA - p<0,0001).
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Przypisywany dla drgan wigzania C-C tyrozyny i drgan rozciagajacych wigzania C=C
tryptofanu pik wystepowal przy pozycji 1618 cm™, a warto$¢ znormalizowanej
intensywnos$ci Ramana roznita si¢ istotnie statystycznie pomigdzy grupg HC i LEUK-PD
(p=0,020316) oraz HC i HEMC-L (p=0,05087)(rycina 61.). Inne piki przypisywane dla
aminokwasow polozone byly przy 1606 cm”, 1586 cm’, 1554/1553 cm’,
1340/1339 em™, 1209 cm™, 1176-1175 em™, 1105-1104 cm™, 1032 cm™, 1004 cm™,
900 cm™', 879-878 cm™', 853-852 cm™’, 758 cm™, 644 cm™ i 622 cm. Pik przy 1606 cm™
charakterystyczny jest dla drganh rozciggajacych grup C-C tyrozyny i C=C tryptofanu,
natomiast przy 1586 cm™ dla tyrozyny i fenyloalaniny. Warto$¢ znormalizowanej
intensywnoéci Ramana roznita si¢ dla piku przy 1606 cm™ dla grup HC i HEMC-L
(p=0,003065) oraz HC i LEUK-PD (p=0,032299)(rycina 62.).

Wykr. ramka-wgsy wzgledem grup
Zmienna: 1618 cm™
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Rycina 61. Wykres porownujacy wartosci znormalizowanej intensywnos$ci Ramana dla
grup dla piku z maksimum przy pozycji 1618 cm™. Roznica istotna statystycznie (KW
ANOVA - p=0,0057).
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Wykr. ramka-wasy wzgledem grup
Zmienna: 1606 cm’
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Rycina 62. Wykres porownujacy wartosci znormalizowanej intensywnos$ci Ramana dla
grup dla piku z maksimum przy pozycji 1606 cm’™’. Réznica istotna statystycznie (KW
ANOVA - p=0,0059).

Istotne statystycznie roznice stwierdzono takze dla piku przy 1340-1339 cm™,
ktoremu przypisuje si¢ obok fenyloalaniny drgania grup CH3/CH, kolagenu, lipidow,
drgania deformacyjne grup CH bialek, a takze drgania zasad azotowych kwasow
nukleinowych — adeniny i guaniny. Réznice te zaobserwowano dla grupy HC i HEMC-L
(p=0,008792), a takze HC i LEUK-PD (p=0,025736)(rycina 63.). Podobng zaleznos¢
zaobserwowano dla powiazanego z guanina piku przy 1319 c¢cm” (HC i HEMC-L
p=0,017523; HC i LEUK-PD p=0,014566), a dla piku przy 1271-1270 cm’
charakterystycznego dla drgan deformacyjnych C-H amidu III pomi¢dzy HC i HEMC-L
(p=0,022274)(ryciny 64-65.).
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Rycina 63. Wykres porownujacy wartosci znormalizowanej intensywnos$ci Ramana dla
grup dla piku z maksimum przy pozycji 1340-1339 cm™. Réznica istotna statystycznie
(KW ANOVA - p=0,0135).
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Wykr. ramka-wasy wzgledem grup
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Rycina 64. Wykres porownujacy warto$ci znormalizowanej intensywno$ci Ramana dla
grup dla piku z maksimum przy pozycji 1319 cm™. Roznica istotna statystycznie (KW
ANOVA - p=0,0108).
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Wykr. ramka-wasy wzgledem grup
Zmienna: 1271-1270 cm™
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Rycina 65. Wykres porownujacy wartosci znormalizowanej intensywnos$ci Ramana dla
grup dla piku z maksimum przy pozycji 1271-1270 cm™. Roznica istotna statystycznie
(KW ANOVA - p=0,0243).

Oscylacje pierscienia aromatycznego tryptofanu 1 tyrozyny, a takze drgania
pier§cienia aromatycznego fenyloalaniny i drgania grup CH, metioniny przypisuje si¢
pikowi obecnemu przy 1209 cm™, dla ktérego warto$é znormalizowanej intensywnosci
Ramana réznita si¢ istotnie statystycznie dla grup HC i HEMC-E oraz HC i HEMC-L
(odpowiednio p=0,029574; p=0,0017523)(rycina 66). Nie stwierdzono natomiast
istotnych roznic dla piku przy 1586 cm™ (tyrozyna). Pik przy przesunigciu Ramana 1554-
1553 ecm™ przypisywany jest gtownie dla drgan pierscienia aromatycznego tryptofanu,
natomiast przy 1105-1104 cm™ drganiom pier§cienia aromatycznego tryptofanu, jak
rowniez drganiom rozciggajacym asymetrycznym  pierScienia  aromatycznego
fenyloalaniny i tyrozyny oraz drganiom grup obecnych w beta-karotenach. Inny pik
powiazany z beta-karotenami — pik przy 1524-1523 cm™ najczesciej opisywany jest dla
drgan rozciagajacych wigzan C=C i C-N.
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Wykr. ramka-wasy wzgledem grup
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Rycina 66. Wykres porownujacy wartosci znormalizowanej intensywnos$ci Ramana dla
grup dla piku z maksimum przy pozycji 1209 cm™. Roznica istotna statystycznie (KW
ANOVA - p=0,008).

Charakterystyczne  dla  drgan  wachlarzowych  fenyloalaniny, pierscienia
aromatycznego tryptofanu i tyrozyny, pierScienia aromatycznego fenyloalaniny, drgan
rozciggajacych grup C-C hydroksyproliny, a takze drgan rozciagajacych C-C proliny
i tyrozyny piki zaobserwowano odpowiednio przy 1032 cm™, 1004 cm™, 900 cm™,
879-878 cm” i 853 cm’. Z kolei przy pozycji 758 cm’ obserwuje sic pik
charakterystyczny dla drgan deformacyjnych pierScienia aromatycznego tryptofanu,
a przy 644 cm’ dla pierécienia aromatycznego tyrozyny. Pik przypisywany drganiom
skrecajacym wiazania C-C fenyloalaniny w widmie obecny byt przy 622 cm™.

Roéznice w warto$¢ znormalizowanej intensywnosci Ramana obserwowano dla piku
900 cm™, dla ktérego roznila sie istotnie statystycznie pomiedzy grupami LEUK-PD
1 HEMC-W (p=0,034411)(rycina 67.) Istotnie statystyczne réznice zaobserwowano takze
pomiedzy tymi grupami dla piku 942 cm™, ktory powiazany jest z drganiami
rozciggajacymi grup C-C lipidoéw (p=0,035413)(rycina 68). Dodatkowo dla piku przy
1004 cm” istotna statystycznie rdznice obserwowano dla grup HC i HEMC-L
(p=0,039295, rycina 69.)
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Wykr. ramka-wasy wzgledem grup
Zmienna: 900 cm*!
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Rycina 67. Wykres porownujacy wartosci znormalizowanej intensywnos$ci Ramana dla
grup dla piku z maksimum przy pozycji 900 cm™. Roznica istotna statystycznie (KW
ANOVA - p=0,0045).

Wykr. ramka-wgsy wzgledem grup
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Rycina 68. Wykres porownujacy wartosci znormalizowanej intensywnos$ci Ramana dla
grup dla piku z maksimum przy pozycji 943 cm™. Roznica istotna statystycznie (KW
ANOVA - p=0,0185).
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Wykr. ramka-wasy wzgledem grup
Zmienna: 1004 cm™’
1020

1000
980
960

940

920
880

860

Znormalizowana Intensywno$¢ Ramana (a.u.)

840 - * : * : - O Mediana
HC HEMC-E ~ HEMC-L  HEMC-P HEMC-W LEUK-PD g 259%-75%
Grupa T Min-Maks

Rycina 69. Wykres porownujacy wartos¢ znormalizowane]j intensywnosci Ramana dla
grup dla piku z maksimum przy pozycji 1004 cm™. Roznica istotna statystycznie (KW
ANOVA - p=0,0402).

Przypisywane dla biatek piki obserwowano takze dla nastgpujacych przesunieé
Ramana: 1554/1553 cm™ (drgania rozciagajace wigzania C=C i drgania zginajacych N-H
amidu II), 1176 cm™ (drgania zginajace C-H biatek) i 958 cm™ (drgania grup CH;
biatek). Dla tego ostatniego zaobserwowano odpowiednio réznice pomiedzy grupami
HEMC-W i LEUK-PD (p=0,040782, Rycina 70.). Inne piki — piki przy 1449 cm’
(odpowiadajacy drganiom zginajacym w plaszczyznie CHz/CH,), 1158 em™ i 1127 cm™
(drgania rozciggajace C-N i C-C) przypisywane sg zarowno dla biatek jak i lipidow. Dla
piku przy 1449 cm™ istotna statystycznie roznice stwierdzono dla grupy HC i HEMC-L
oraz HC i HEMC-W (odpowiednio p=0,001131, p=0,005829) (rycina 71.). Gdy
poréwnano warto$¢ znormalizowanej intensywno$ci Raman dla grup LEUK-PD
i HEMC-W dla pikow przy 1449 cm™” oraz 1658 cm’ nie wykazano istotnych
statystycznie roznic, jednakze dalsze analizy wykazaly iz czulo$¢ 1 specyficzno$¢ dla
odréznienia tych dwodch grup, na podstawie wartosci intensywnosci wymienionych
pikow, wynosity odpowiednio 80% i 90% (AUC=0,88333, warto$¢ odcigcia - 625,251)
oraz 68,89% 1 75% (AUC=0,7556, warto$¢ odcigcia - 538,8665).
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Wykr. ramka-wasy wzgledem grup
Zmienna: 958 cm’”
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Rycina 70. Wykres porownujacy warto$ci znormalizowanej intensywno$ci Ramana dla
grup dla piku z maksimum przy pozycji 958 cm™. Réznica istotna statystycznie (KW
ANOVA - p=0,0232)

Wykr. ramka-wasy wzgledem grup
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Rycina 71. Wykres porownujacy wartosci znormalizowanej intensywnos$ci Ramana dla

grup dla piku z maksimum przy pozycji 1449 cm’™’. Réznica istotna statystycznie (KW
ANOVA - p=0,0002)
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W widmie RS zaobserwowano takze pik przy 1080 cm™ zwiazany z drganiami
rozciggajacymi fosfolipidow, a takze drganiami grup PO, kwaséw nukleinowych.
Drganiom pier§cieni aromatycznych tyminy i drganiom skr¢cajacym C-C adeniny
odpowiadaty piki przy pozycji odpowiednio 744 cm™ i 721-720 cm™. Pik 900 cm’
wczesniej omawiany jako powigzany z aminokwasami, przypisywany jest takze drganiom
pierscieni aromatycznych kwasu DNA 1 drganiom rozciggajacym C-C glutationu.
W widmie Ramana zaobserwowano takze piki zwigzane z drganiami rozciggajacymi C-C

szkieletu struktur randomowych przy przesunigciu Ramana 1064-1063 cm’™'.

Na podstawie krzywy ROC wyznaczono czuto$¢ i specyficzno$¢ dla wszystkich
zmiennych, dla ktorych stwierdzono istotng statystycznie rdznice w wartoSci
intensywnos$ci widma. Dane zawarto w tabeli ponizej (tabela 18.) Znakiem * oznaczono
piki dla ktorych czutos¢ i specyficzno$¢ osiggaty warto$¢ co najmniej 80%.

Tabela 18. Wartosci czutosci i1 specyficzno$ci wraz z punktem odciecia i AUC dla
zmiennych, dla ktéorych zaobserwowano istotne statystycznie roznice w warto$ci

intensywnos$ci widma ramanowskiego surowicy.

Punkt
Pik Specyficznosé | Czulosé
" Grupa odciecia AUC
[em™] [Yo] [Yo]
[a.u.]
HC vs. LEUK-PD 85,71 78,95 653,372 0,82331
HC vs. HEMC-L 92,86* 85,71* 621,7435 0,93878
1638 HC vs. HEMC-P 100* 100* 602,704 1
HC vs. HEMC-W 100* 100* 581,5015 1
HC vs. LEUK-PD 78,57 68,42 266,5585 0,75564
1ot HC vs. HEMC-L 85,71 78,57 252,4055 0,90816
HC vs. LEUK-PD 71,43 68,42 272,831 0,72556
1606 HC vs. HEMC-L 85,71* 85,71* 259,64 0,86735
1449 HC vs. HEMC-L 92,86 78,57 651,78 0,89796
HC vs. HEMC-W 100* 100* 629,5575 1
1340- HC vs. LEUK-PD 63,16 78,57 488,984 0,74436
1339 HC vs. HEMC-L 85,71 78,57 458,67 0,86735
1319 HC vs. LEUK-PD 92,86 63,16 486,555 0,75188
HC vs. HEMC-L 85,71 71,43 477,4445 0,87755
1209 HC vs. HEMC-E 93,33* 100* 241,3305 0,93333
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HC vs. HEMC-L 85,71 78,57 253,3675 0,85204
1004 HC vs. HEMC-L 85,71 78,57 913,6055 0,84184
958 HEMC-W vs. LEUK-PD 100 79,07 311,7565 0,92442
944 HEMC-W vs. LEUK-PD 100* 86,67* 347,29 0,93333
900 HEMC-W vs. LEUK-PD 78,57 100 262,782 0,94444

4.3.2. Wielowymiarowe analizy chemometryczne PCA i HCA dla widm

ramanowskich surowicy

Wyniki analizy PCA dla widm ramanowskich surowicy pacjentow grupy HC
(kolor niebieski), LEUK-PD (kolor czerwony) i podgrup HEMC (kolor czarny)
przedstawiono na rycinach w formie wykresow wynikéw (rycina 72-74.). Ze wzgledu na
rodzaj zaburzenia dla podgrup HEMC kolorem czarnym wyr6zniono pacjentdw z anemig

(symbol +), maloptytkowoscia (0), leukopenia (A) oraz pancytopenig (m).
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Rycina 72. Wykres wynikow PCA wzgledem PC1 i PC2 dla grupy HC (kolor niebieski),
LEUK-PD (kolor czerwony) i podgrup HEMC (kolor czarny) w zakresie 1800-500 cm’™
widm ramanowskich surowicy. Ze wzglgedu na rodzaj zaburzenia dla podgrup HEMC
kolorem czarnym wyr6zniono pacjentow z anemig (symbol +), matoptytkowoscig (o),
leukopenig (A) oraz pancytopenig (m).
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Rycina 73. Wykres wynikow PCA wzgledem PC1 i PC3 dla grupy HC (kolor niebieski),
LEUK-PD (kolor czerwony) i podgrup HEMC (kolor czarny) w zakresie 1800-500 cm’™
widm ramanowskich surowicy. Ze wzgledu na rodzaj zaburzenia dla podgrup HEMC
kolorem czarnym wyr6zniono pacjentow z anemig (symbol +), matoptytkowoscig (o),
leukopenig (A) oraz pancytopenig (m).
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Rycina 74. Wykres wynikow PCA wzgledem PC2 i PC3 dla grupy HC (kolor niebieski),
LEUK-PD (kolor czerwony) i podgrup HEMC (kolor czarny) w zakresie 1800-500 cm’™
widm ramanowskich surowicy. Ze wzgledu na rodzaj zaburzenia dla podgrup HEMC
kolorem czarnym wyr6zniono pacjentow z anemig (symbol +), matoptytkowoscig (o),
leukopenig (A) oraz pancytopenig (m).
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Analiza PCA nie wykazala wyraznego klastrowania si¢ wynikow dla LEUK-PD
wzgledem trzech analizowanych sktadowych gléwnych (ryciny 72-74.). Gdy analizowano
wykres wzgledem PC1 i PC2 objasniajacych odpowiednio 42,44% 1 21,29% wariancji
wyjsciowych danych spektralnych zaobserwowano jednak tendencj¢ do klastrowania si¢
wynikoéw dla pacjentow z pancytopenig (z wyjatkiem jednego) w kwadratach I 1 III
odpowiadajagcym ujemnym warto§ciom komponentu 1, ktory mozna wyjasni¢ dodatnimi
warto§ciami obcigzen (rycina 72.). Dodatnim obcigzeniom PCI1 odpowiadaja pikom
przypisywanym dla drgan rozciagajacych C=0O amidu I i drgan rozciagajacych C=C
lipidow (1658 cm™), tyrozyny i fenyloalaniny (1604 cm™), drgan wahadtowych grup CH;
i CH, lipidéw oraz biatek (1449 cm™), a takze drgan deformacyjnych grup CH bialek,
zasad azotowych DNA i RNA oraz fenyloalaniny (1336 cm™ i 1320 cm™) oraz glicerolu
i cholesterolu (606 cm™). Z kolei wyniki dla HC w wickszosci zlokalizowane byty
w obrebie kwadratow II 1 IV odpowiadajacym dodatnim warto$ciom komponentu 1,
wyjasnianym poprzez ujemne wartosci obcigzen. Ujemne wartosci obcigzen powigzane sg
glownie z zakresem ok. 1050-850 cm™, z ktorym obecne sa liczne piki charakterystyczne
zaré6wno dla aminokwasow, zasad azotowych kwaso6w DNA i RNA jak i bialek czy

lipidéw, a takze pikiem charakterystycznym dla tryptofanu (758 cm™) [96,97,105].

Analizujac wyniki z uwzglednieniem komponentu 3 wyjasniajacego 10,77%
wariancji danych wyjsciowych, zauwazy¢ mozna iz wyniki dla grupy HEMC-E
(z wyjatkiem jednego) klastruja si¢ w obrebie kwadratu III i IV, odpowiadajagcym
ujemnym warto$§ciom PC3, ktére wyjasniaja dodatnie obcigzenia PC3 (rycina 73-74).
Obcigzania te zwigzane sg glownie z przypisywanym dla tyrozyny i fenyloalaniny pikiem
przy 1604 cm™ Komponent 2, biorac pod uwage wykres obciazen, najprawdopodobniej
wyodrebnia probki dla ktorych w analizowanym zakresie wykazano zakresy widma
o jakosci stabszej w porownaniu do pozostatych badz, u ktérych wyrazniej zaznaczony
byt wplyw zmiennosci mig¢dzyosobniczej. Z uwagi na brak wyraznego klastrowania si¢
wynikéw LEUK-PD 1 ich potézenie posrod wynikow dla HC 1 podgrup HEMC nie
mozna potwierdzi¢ skutecznosci analizy PCA. Wykresy obcigzen przedstawiono na
rycinie 75. Wynik analizy HCA pozostaje w zgodnosci z wynikiem analizy PCA, dlatego

tez nie publikuje si¢ dendrogramu.
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Rycina 75. Wykresy obcigzen analizy PCA dla komponentow PC1, PC2 i PC3 dla grupy
HC, LEUK-PD i podgrup HEMC w zakresic 1800-500 cm™ widm ramanowskich

Surowicy.
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4.3.3. Ocena roznic spektralnych dla widm ramanowskich surowicy

pacjentow ALL uwzgledniajaca grupy ryzyka.

Rycina 76. przedstawia usrednione widma ramanowskie pacjentéw z biataczka
z grupy wysokiego ryzyka (grupa HR - kolor czarny) oraz spoza grupy wysokiego
ryzyka (grupa non-HR — kolor czerwony).
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Rycina 76. Widma Ramanowskie surowicy pacjentow z biataczka z grupy HR (kolor
czarny) 1 grupy non-HR (kolor czerwony). Widma przedstawiono dla zakresu
1800-500 cm'.

W tabeli 19. zawarto wyznaczone pozycje¢ pikow wraz z odpowiadajagcymi im
warto$ciami intensywnos$ci. Analizujac intensywno$¢ widma, potozenie pasm i pikow
zauwazalna jest zblizona intensywnos$¢ usrednionego widma dla grupy HR 1 non-HR dla
calego analizowanego zakresu z wyjatkiem zakresu 1450-1250 cm™ przesunigcia
Ramana, dla ktérego intensywnos¢ byla wyzsza dla grupy HR. Dla Zzadnej
z analizowanych zmiennych nie stwierdzono jednak istotnych statystycznie roznic

w intensywnos$ci widma i potozenia poszczegdlnych pikdéw (przesunigcia w zakresie
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+1 cm™) pomiedzy grupa wysokiego ryzyka, a pacjentami spoza grupy wysokiego
ryzyka.
Tabela 19. Pozycja pikéw wraz z odpowiadajagcymi im warto$ciami znormalizowanej

intensywnos$ci wyznaczone dla usrednionych widm ramanowskich surowicy pacjentow
z grupy HR i non-HR.

Grupa HR Grupa non-HR
Pozycja
maksimum [cm™'] Znormalizowana intensywno$¢
widma (a.u.)
1658 596,29 590,14
1618 251,88 242,14
1606 274,51 248,18
1586 183,61 167,48
1554 157,12 140,16
1524 152,97 170,19
1449 722,17 682,65
1339 495,31 446,53
1319 508,34 462,69
1270 375,40 339,18
1209 275,26 253,12
1175 159,61 145,76
1157 210,22 235,44
1127 208,83 208,91
1105 175,56 176,62
1082 179,21 192,05
1064 152,86 168,10
1032 251,99 255,89
1004 899,00 907,38
958 273,23 266,51
942 307,91 289,75
900 225,26 225,39
879 189,21 211,91
852 305,37 317,34
758 146,87 169,31
744 138,83 149,97
721 111,12 141,17
644 201,64 209,38
622 195,78 189,79
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4.3.4. Wielowymiarowe analizy chemometryczne PCA i HCA dla widm

ramanowskich surowicy pacjentow z ALL uwzgledniajace grupe

ryzyka

Analizujgc wykresy wynikow i1 dendrogram HCA nie zauwazono klastrowania si¢
wynikéw dla grup HR i non-HR zaréwno wzgledem komponentu 1 wyjasniajacego
48,73% wariancji, jak 1 komponentu 2 (14,42%) oraz komponentu 3 (9,99%). Pomimo
zauwazalnego rozrzutu wynikéw dla pacjentéw z grupy HR, nie bylo mozliwe
skorelowanie potozenia wynikoéw wzgledem obecnosci czynnikow wczesnego wysokiego

ryzyka i z poziomem minimalnej choroby resztkowej (rycina 77-78).

Wyniki dla pacjentdéw ze wznowa oraz wynik pacjenta, u ktoérego wystapil zgon,
znajdowaty si¢ one w bliskiej odleglosci od pozostatych wynikéw, nie jest mozliwe
zatem potwierdzenie skutecznosci analizy PCA (ryciny 77-78.). Wykres obcigzen

przedstawiono na rycienie 79.
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Rycina 77. Wykres wynikéw PCA wzgledem PC1 i PC2 dla grup HR (kolor niebieski)
i non-HR (kolor czerwony) w zakresie 1800-500 cm™ widm ramanowskich surowicy.
Czarnymi strzatkami wskazano wyniki dla pacjentow, u ktérych obserwowano wznowg.
Zielong strzatka wskazano pacjenta, u ktérego obserwowano wznow¢ i odnotowano zgon.
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Rycina 78. Wykres wynikéw PCA wzgledem PC1 i PC3 (prawa strona) oraz PC2 i PC3
(lewa strona) dla grupy HR (kolor niebieski) i non-HR (kolor czerwony) w zakresie
1800-500 cm™ widm RS surowicy. Czarnymi strzatkami wskazano wyniki dla pacjentow,
uktorych obserwowano wznowe, a zielong strzatka pacjenta, u ktorego obserwowano
wznowg¢ i odnotowano zgon.
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Rycina 79. Wykresy obcigzen analizy PCA dla komponentow PC1, PC2 i PC3 dla grupy
HR i non-HR w zakresie 1800-500 cm™ widm ramanowskich surowicy.
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4.4. Spektroskopia Ramana — SZPIK KOSTNY

4.4.1. Wyznaczenie pasm charakterystycznych dla widm ramanowskich
lizatu komorkowego szpiku kostnego oraz porownanie wartoSci

znormalizowanej intensywnosci

Usredniona widma ramanowskie szpiku kostnego pacjentéw z zaburzeniami
hematologicznymi (HEMC - kolor czarny) i pacjentdéw z bialaczka w momencie

rozpoznania (LEUK-PD — kolor czerwony) zostaty przedstawione na rycinie 80.
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Rycina 80. Widmo ramanowskie lizatu komoérkowego szpiku kostnego usrednione dla
grupy pacjentdOw z zaburzeniami hematologicznymi (HEMC — kolor czarny) i pacjentow
z biataczka w momencie diagnozy (LEUK-PD — kolor czerwony). Widmo przedstawiono
w zakresie 1800-500 cm’.
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W tabeli ponizej umieszczono pozycje maksimow pikéw widma RS wraz
z odpowiadajagcymi im warto§ciami znormalizowanej intensywnosci Ramana

1 przypisem biochemicznym, dokonanym na podstawie aktualnej literatury (tabela 20.)

Tabela 20. Pozycje uwidocznionych maksimow dla widm ramanowskich lizatu
komorkowego szpiku kostnego pacjentow z zaburzen hematologicznymi (HEMC)
1 pacjentdw z biataczka w czasie rozpoznania (LEUK-PD) wraz z odpowiadajagcymi im
warto$ciami znormalizowanej intensywnosci Ramana.

. Szpik kostny
Szpik kostny HEMC LEUK-PD
Pozycja Int. Ram.** Pozycja Int. Ram.** Przypis biochemiczny
max.* max.*
drgania rozciggajace
1657 333,44 1657 339,24 grup C=0 : amid I, biatka,
grup C=C: lipidy [93-95]
drgania rozciggajace grup C-C: tyrozyna
1620 807,79 1620 790,00 arup C=C: tryptofan [94,99]
1598 841,31 1598 819,37 tyrozyna, fenyloalanina [94]
1580 946,19 1580 906,37 fenyloalanina [93]
tryptofan (pierscien aromatyczny)
drgania rozciggajacegrup C-N
1564 883,16 | 1564 | 850,73 | . . oo TOSASHACEETED B
1 drgania zginajace grup N-H:amid II,
biatka [93,106]
1450 530,52 1450 52730 drgania wahadlowe grupy CHj;
’ ’ 1 CHy: lipidy, biatka [93-94]
drgania zginajace grup CH, i CHa:
1425 384,97 1425 527,30 kwasy tluszczowe, trojglicerydy, lipidy
[107]
1371 574.60 1371 570.12 tymina, adenina, guanina: DNA/RNA
7 ’ 7 ’ (pierscien aromatyczny)[100,108]
CHs; 1 CH;: kolagen, lipidy
drgania deformacyjne CH: biatka
1342 701,82 1342 665,16 . . .
adenina, guanina, fenyloalanina [95-
96,97,100]
1247 891,35 1248 862,60 amid III: biatka [93-94,109]
1236 874,82 1236 795,25 amid III: biatka [53,94]
drgania zginajace grup CH — bialka
1172 182,67 17 205,57 tyrozyna, fenyloalanina [53,97,99]
drgania rozciagajace C-N i C-C: bialka,
1158 189,33 1159 141,35 lipidy [93]
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1123

396,29

1123

436,86

drgania rozciagajace grup C-N:
biatka [95]
grup C-C: lipidy [93]

1076

146,83

1075

173,43

drgania rozciggajace
grup C-C: fosfolipidy
grup PO,: DNA [53,93,95,99]

1032

62,19

1032

110,18

drgania deformacyjne (Cf— methyl)
fenyloalanina
tryptofan, tyrozyna (pierscien
aromatyczny)[94-95]

1002

584,63

1002

615,28

fenyloalanina (pierscien aromatyczny)
[53,95-96]

971

419,94

971

437,57

drgania rozciagajace C-C: biatka
[110-111]
drgania monoestrow fosforanowych:
biatka fosforylowane, DNA/RNA [112]

897

188,20

897

211,11

tryptofan, tyrozyna (pierscien
aromatyczny)
drgania rozciagajace C-C: glutation
[95-96,99]

855

79,23

853

102,58

drgania rozciagajace grup C-C:
prolina, tyrozyna [93-94]

825

91,17

825

102,58

drgania asymetryczne rozciggajace grup
PO’ kwasy nukleinowe

tyrozyna [53,94,97,99-100]

795

158,87

795

208,25

uracyl/tymina/cytozyna (pierscien
aromatyczny)
drgania szkieletowe PO,™
kwasy nukleinowe DNA/RNA [97]

758

386,48

758

395,85

tryptofan [93,113]

747

441,44

747

410,80

tymina (pierscien aromatyczny):
DNA [93,100]

719

287,09

720

313,80

drgania symetryczne rozciggajace
C-C-N
drgania kotyszace CH,: fosfolipidy,
fosfatydylocholina, sfingomielina [93]

645

70,04

645

77,60

drgania rozciagajace/skregcajace:
tyrozyna [93,95,99]

622

70,84

622

75,50

drgania skrecajace (C-C): fenyloalanina
[95]

*Pozycja max. - pozycja maksimum [cm’']; **Int. Ram. — znormalizowana intensywno$¢ Ramana (a.u.)
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Usrednione widma ramanowskie lizatu komodrkowego szpiku kostnego dla
podgrup pacjentdw z zaburzeniami hematologicznymi HEMC 1 pacjentow z biataczka
w momencie rozpoznania (LEUK-PD — kolor czerwony) zostaly przedstawione na
rycinie 81. W tabeli 21. umieszczono pozycje pikéw oraz odpowiadajace im warto$ci

znormalizowanej intensywnos$ci Ramana.
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Rycina 81. Widmo ramanowskie lizatu komodrkowego szpiku kostnego usrednione dla
grupy pacjentdw z zaburzeniami hematologicznymi (HEMC-E — kolor zielony, HEMC-
P — kolor szary, HEMC-L — kolor r6zowy, HEMC-W — kolor pomaranczowy) oraz HC
(kolor niebieski) i LEUK-PD (kolor czerwony). Widmo przedstawiono w zakresie
1800-500 cm™.
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Tabela 21. Pozycje uwidocznionych maksiméw dla widm ramanowskich lizatu
komorkowego szpiku kostnego pacjentdow z zaburzen hematologicznymi (HEMC)
1 pacjentow z biataczka w czasie rozpoznania (LEUK-PD) wraz z odpowiadajagcymi im
warto$ciami znormalizowanej intensywno$ci Ramana.

Pozycja maksimum Znormalizowana Intensywno$¢ Ramana [a.u.]
[em™] HEMC-L | HEMC-W | HEMC-E | HEMC-P | LEUK-PD
1657 359,16 278,99 293,24 334,94 339,24
1620 867,01 703,50 735,04 809,23 790,00
1598 844,92 792,88 810,63 788,98 819,37
1580 966,09 924,26 887,61 924,78 906,37
1564 910,22 928,7106 927,0448 957,7546 850,73
1450 541,58 514,6582 502,2194 535,9490 527,30
1425 373,85 398,0727 380,9474 405,1129 527,30
1371 580,36 569,0201 574,9289 592,4955 570,12
1342 690,66 737,1978 709,1995 701,3820 665,16
1248-1247 864,61 975,4046 917,8724 906,3152 862,60
1236 845,56 950,83 877,27 868,83 795,25
1172 180,26 179,7527 179,0095 187,5823 205,57
1159-1156 134,66 144,8976 152,7898 146,3529 141,35
1123-1121 406,27 392,9338 381,8962 402,0170 436,86
1076-1075 144,52 160,4124 157,6192 143,2836 173,43
1032 67,75 52,0010 59,8532 59,2742 110,18
1002 634,03 450,0084 544,1442 593,9223 615,28
971 433,18 442,4222 415,9432 410,1734 437,57
897 199,06 182,8192 187,3308 173,5650 211,11
855-853 85,60 73,9672 84,9122 70,0861 102,58
825 92,96 90,3866 104,9771 85,6402 102,58
795 159,50 178,3018 178,1758 146,8106 208,25
758 330,30 376,64 372,23 383,71 395,85
747 410,13 428,6388 419,1191 410,9436 410,80
720-719 278,16 305,6812 306,6762 284,3634 313,80
646-644 71,16 57,2424 74,3253 90,5157 77,60
622 77,65 66,9585 62,6131 74,0841 75,50

Analizowano wykazywanie pasm absorpcji 1 warto$¢ absorpcji w zakresie
daktyloskopowym  tj. w zakresie przesuniccia Ramana od 1800 do 600 cm™.
Uwidoczniono szereg pikéw zwigzanych z biatkami, lipidami i kwasami nukleinowymi.
Pik przypisywany dla drgan rozciggajacych grup C=0O (amid I, biatka) i C=C (lipidy)
obecny byt przy 1657 cm™ przesuniccia Ramana. Warto$¢ intensywnosci Ramana dla

tego piku roznita sig¢ istotnie dla grup LEUK-PD i HEMC (p=0,009841) (rycina 82.)
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Wykr. ramka-wasy wzgledem grup
Zmienna: 1657 cm’”
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[$)]
o
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o
o

- - O Mediana
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Rycina 82. Wykres porownujacy wartos¢ znormalizowane] intensywnosci Ramana dla
grup dla piku z maksimum przy pozycji 1657 cm™’. Réznica istotna statystycznie (UMW -
p=0,009841).

Przypisywany dla drgan rozciaggajacych C-N 1 zginajacych N-H amidu II (biatka)
oraz tryptofanu pik obecny byt przy 1564 cm™. Inne powiazane z tryptofanem pik
obserwowano przy 1620 cm™, 1032 cm™, 1032 cm™ 1 897 em™. Liczne piki obserwowane
w widmie przypisano dla tyrozyny (1620 cm™, 1598 cm™, 1172-1171 em™, 1032 cm™,
897 cm™, 855-853 cm™, 825 cm™ czy 645 cm™), fenyloalaniny (1598 cm™, 1580 cm™,
1247 cm’, 1172-1171 em™, 1076 ecm™, 1032 ecm™, 1002 cm™ i 622 cm™), a takze dla
proliny (855-853 cm™). Analizujac warto$é¢ intensywnosci Ramana dla wymienionych
pikow istotng statystycznie réznice dla HEMC i LEUK-PD stwierdzono dla piku przy
1002 cm™ (fenyloalanina, p=0,033883)(rycina 83.), a takze dla piku przy pozycji 1248-
1247 cm™ charakterystycznego dla amidu III biatek (p=0,033208)(rycina 84.).

125



Wykr. ramka-wasy wzgledem grup
Zmienna: 1002 cm™'
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Rycina 83. Wykres porownujacy warto$¢ znormalizowane] intensywnosci Ramana dla
grup dla piku z maksimum przy pozycji 1002 cm™. Réznica istotna statystycznie (UMW -
p=0,033883).

Wykr. ramka-wgsy wzgledem grup
Zmienna: 1248-1247 cm™'
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Rycina 84.Wykres porownujgcy warto$¢ znormalizowane] intensywnos$ci Ramana dla
grup dla piku z maksimum przy pozycji 1248-1247 cm™'. Roznica istotna statystycznie
(UMW - p=0,033208).
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Dla drgan grup CH; i CH; obecnych w biatkach 1 lipidach zarejestrowano piki
przy pozycji 1450 cm™ i 1425 cm™, a dla drgan grup C-N i C-C przy 1159-1158 cm’
i 1123 cm™. Pik przy 720-719 cm’! przypisywany jest dla drgan kotyszacych grup CH;
1 symetrycznych drgan rozciggajacych grup C-C-N fosfolipidéw, fosfatydylocholiny
1 sfingomieliny. Powigzane z kwasami nukleinowymi piki pojawity si¢ przy przesunigciu
Ramana: 1371 em™, 1342 ecm™, 1076 cm™, 971 em™, 897 em™, 795 em™ i 747 cm™. Piki
te przypisane s3 drganiom zasad nukleotydowychi zwigzkom budujagcym szkielet
cukrowo-fosforanowy DNA i1 RNA. Gdy w analizie uwzgledniono podgrupy HEMC,
jedyng istotng statystycznie rdznicg¢ odnotowano dla charakterystycznego dla amidu III
piku z maksimum przy 1236 cm™ przesuniecia Ramana - warto$¢ intensywnosci Ramana

byta istotnie r6zna dla grup HEMC-W i LEUK-PD (p=0,015237, rycina 85.).

Wykr. ramka-wagsy wzgledem grup
Zmienna: 1236 cm™'
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Rycina 85. Wykres porownujacy wartos¢ znormalizowane] intensywnosci Ramana dla
grup dla piku z maksimum przy pozycji 1236 cm™. Roznica istotna statystycznie (KW
ANOVA - p=0,0261).

Na podstawie krzywy ROC wyznaczono czuto$¢ i specyficzno$¢ dla wszystkich
zmiennych, dla ktérych stwierdzono istotng statystycznie roéznice w wartosci
intensywnos$ci widma. Dane zawarto w tabeli ponizej (tabela 22.). Znakiem * oznaczono

piki dla ktorych czutos¢ 1 specyficznos$¢ osiggneta warto$¢ co najmniej 80%.
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Tabela 22. Wartosci czutosci 1 specyficzno$ci wraz z punktem odcigcia dla zmiennych,
dla ktorych zaobserwowano istotne statystycznie rdznice w warto$ci intensywnosci
widma ramanowskiego lizatu komérkowego szpiku kostnego.

Punkt
Pik Specyficzn Czulos¢
. Grupa odciecia AUC
[em™] 08¢ [%] [%]
[a.u.]
1657 HEMC vs. LEUK-PD 62,5 76,92 312,254 0,70252
1003-
HEMC vs. LEUK-PD 78,13 60 646,1105 | 0,66198
1002
1248-
HEMC vs. LEUK-PD 59,38 52,38 972,817 0,47024
1247
1236 HEMC-W vs. LEUK-PD 80* 90* 943,13 0,88

4.4.2. Wielowymiarowe analizy chemometryczne PCA i HCA dla widm

ramanowskich lizatu komorkowego szpiku kostnego

Analiza HCA 1 PCA nie wykazala klastrowania si¢ wynikéw dla pacjentow z ALL
wzgledem PC1, PC2 i PC3. Analizujgc wykres wynikoOw przedstawiony na rycinie 86
wzgledem PCl1 (52,59% wariancji danych wyjsciowych) uwzgledniajac rozpoznane
zaburzenie hematologiczne, podobnie jak dla analiz surowicy, zauwazy¢ mozna tendencje
do grupowanie si¢ wynikow dla prébek pacjentow z pancytopenig w II i IV kwadracie
(z wyjatkiem jednej) odpowiadajagcym dodatnim warto§ciom PC1, ktére thumaczg ujemne
wynikami obcigzen. Przypisuje si¢ im drgania rozciggajace grup C-C tyrozyny
i grup C=C tryptofanu (1620 cm™), drgania piercienia aromatycznego tryptofanu,
drgania rozciagajace grup C-N 1 zginajace N-H amidu II (1561 cm-1) , a takze
fenyloalaniny (1004 cm™). Rozpatrujac rozktad wynikéw pod wzgledem PC2 (15,20%)
1 PC3 (11,90%) zauwazalne jest rozproszenie wynikow, przez co nalezy zatozy¢ iz nie
wnoszg one istotnych informacji (rycina 87.). Wykresy obciagzen przedstawiono na

rycinie 88.

128




e vl
I IT
=00+
N
[ ]
A 4000
. A
% a0 oson ° .
JE‘ [ ] o -& - . [ ] A .-Q
g T T T ™5 s T
5-3' 50 -3000  -2250 -1500. -750 TéD -ﬂ-l ‘5&?
w2 L B . s0{ £ a0
o
iia -1000 "
A
-1 502‘
II1 + IV

ALy

Komponent 1

Rycina 86. Wykres wynikow PCA wzgledem PC1 i PC2 dla grupy HC (kolor niebieski),
LEUK-PD (kolor czerwony) oraz podgrup HEMC (kolor czarny) w zakresie
1800-500 cm™ widm ramanowskich lizatu komoérkowego szpiku kostnego. Ze wzgledu na
rodzaj zaburzenia dla podgrup HEMC kolorem czarnym wyrdzniono pacjentow z anemia
(symbol +), matoptytkowosciag (©), leukopenig (A) oraz pancytopenia (m).
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Rycina 87. Wykres wynikéw PCA wzgledem PC2 i PC3 (prawa strona) oraz PC1 i PC3
(lewa strona) dla grupy HC (kolor niebieski), LEUK-PD (kolor czerwony) oraz podgrup
HEMC (kolor czarny) w zakresie 1800-500 cm” widm ramanowskich lizatu
komorkowego szpiku kostnego. Ze wzgledu na rodzaj zaburzenia dla podgrup HEMC

kolorem czarnym wyr6zniono pacjentow z anemig (symbol +), matoptytkowoscig (o),
leukopenig (A) oraz pancytopenig (m).
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Rycina 88. Wykresy obcigzen analizy PCA dla komponentow PC1, PC2 1 PC3 dla grupy
HC, LEUK-PD i podgrup HEMC w zakresie 1800-500 cm™ widm ramanowskich lizatu

komorkowego szpiku kostnego.
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4.4.3. Ocena réznic spektralnych dla widm ramanowskich lizatu
komorkowego szpiku kostnego pacjentow z ALL uwzgledniajaca grupy

ryzyka

Usrednione widma pacjentdw z grupy wysokiego ryzyka oraz z grupy spoza
wysokiego ryzyka przedstawiono na rycinie 89. Tabela 23. zawiera pozycje
wyznaczonych pikow wraz z odpowiadajacymi im warto$ciami znormalizowanej

intensywnos$ci Ramana.
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Rycina 89. Usrednione widma ramanowskie dla pacjentow z grupy wysokiego ryzyka
(LEUK-PD HR - kolor czarny) i pacjentow z poza grupy wysokiego ryzyka (LEUK-PD
non-HR - kolor czerwony) w zakresie 1800-500 cm™ przesuniecia Ramana.
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Tabela 23. Pozycja pikéw wraz z odpowiadajagcymi im warto$ciami znormalizowanej
intensywnosci Ramana dla usrednionych widm ramanowskich lizatu komoérkowego
szpiku kostnego grup HR i non-HR.

Grupa non-
Przesunigcie Grupa HR I})IR
Ramana Znormalizowana
(cm™) Intensywno$¢ Ramana
(a.u.)
1657 367,36 378,44
1620 806,84 84517 |
1598 963,45 940,80
1580 875,92 947,21
1450 554,22 557,68
1425 378,68 396,59
1371 572,75 576,45
1342 746,54 712,69
1248 908,58 900,75
1236 707,87 817,10
1177 188,52 200,43
1159 149,96 163,88
1123 414,08 413,01
1075 153,09 159,95
1032 78,21 74,14
1002 668,66 644,82
971 430,31 451,47
942 301,21 255,09
897 233,58 195,12
853 128,36 92,98
825 130,18 109,81
795 179,55 168,88
758 425,44 384,77
747 458,93 424,98
720 272,42 269,04
645 75,25 81,46
622 88,14 85,83

Nie obserwowano wyraznych réznic w intensywnosci widma ramanowskiego
1 polozenia pikéw porownujac usrednione widma grupy HR i grupy non-HR. Dla grupy
HR zaobserwowano mniejszg intensywno$¢ widma w zakresie okoto 1630-1520 cm™,
960-750 cm™ i 630-600 cm, ale roznice w intensywnosci nie osiagnely poziomu

istotnosci statystycznej gdy przeanalizowano wyniki dla pacjentdow w grupach.
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4.4.4. Wielowymiarowe analizy chemometryczne PCA i HCA dla widm
ramanowskich lizatu komorkowego szpiku kostnego pacjentow z ALL

uwzgledniajace grupe ryzyka

Pod wzgledem komponentu pierwszego wyjasniajacego 51,35% wariancji
wyjsciowych danych spektralnych zaobserwowano, iz wszystkie wyniki dla grupy
HR pojawialy sie III kwadracie, ale rozproszone sg one wsréd wynikoéw dla grupy
non-HR przez co nie mozna potwierdzi¢ skutecznosci metody PCA (rycina 90.).
Podobne wnioski uzyskano gdy wyniki byty analizowane z uwzglednieniem PC2
wyjasniajacej 15,67 % wariancji oraz PC3 wyjasniajacej 15,16% wariancji danych
wyjsciowych (rycina 91.). Rozproszenie wynikow nie powigzano takze
z wykazywaniem czynnikow wczesnego wysokiego ryzyka i poziomem MRD (rycina
90.). Z uwagi na nie dysponowanie probkami lizatu komérkowego dla pacjentow ze
wznowg oraz pacjenta, u ktorego odnotowano zgon, nie bylo mozliwe
przeprowadzenie analizy wzglgdem wymienionych danych klinicznych. Wykresy

obcigzen przedstawiono na rycinie 92.
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V. Dyskusja

Obserwowany na przestrzeni ostatnich latach znaczny postgp w leczeniu chordb
nowotworowych i poprawa przezywalnosci niewatpliwe nie bytyby mozliwe bez rozwoju
nowoczesnych technik detekcji zmian nowotworowych, wnikliwej analizy molekularnego
podtoza ich rozwoju i1 progresji czy nabywania opornosci na leki stosowane w leczeniu.
Dostepne do niedawna jako jedyne techniki mikroskopowe pozwalaty jedynie na oceng
morfologii komorki lub tkanki nowotworowej i wymagaly od badajacego szerokiej
wiedzy 1 do§wiadczenia. Rozwoj cytogenetyki 1 biologii molekularnej byt kluczowy dla
indywidualizacji leczenia opartej o ocen¢ profilu molekularnego pacjenta. Dzigki
wieloosrodkowym badaniom leczenie to jest stale modyfikowane i indywidualizowane,
biorac pod uwage nowo stwierdzane korzystne 1 niekorzystne czynniki rokownicze,
a takze alternatywne opcje terapeutyczne tj. celowane leczenie molekularne czy
immunoterapi¢, stanowigce coraz czg¢sciej wsparcie dla konwencjonalnej chemioterapii.
Gléwne wyzwanie w leczeniu choréb nowotworowych, obok wykrywania zmian na ich
wczesnych etapie zaawansowania, stanowi odpowiedni dobdr leczenia, uwzgledniajacy
ryzyko wznowy, zwigzanej z nabywaniem przez komorki nowotworowe opornosci na
chemioterapeutyki, a jednocze$nie minimalizujacy dlugoterminowe skutki uboczne
stosowania terapii o nieselektywnym oddziatywaniu na komorki organizmu oraz
radioterapii, negatywnie wptywajacych na jako$¢ zycia po leczeniu. Do
najpowazniejszych obserwowanych u osob, ktore w dziecinstwie przeszly leczenie
przeciwnowotworowe  naleza:  powiktania  kardiologiczne, endokrynologiczne,
predyspozycja do wystepowania choréb przewleklych, nowotworéw wtornych,

bezptodnos¢ czy zaburzenia neurokognitywne 1 behawioralne [114-115].

W  przypadku ostrej biataczki limfoblastycznej, najczestszego typu biataczki
1 nowotworu diagnozowanego wsrod dzieci, szczegdlny problem stanowi leczenie
opornej lub nawrotowej postaci choroby. Od lat 80. ubieglego obserwuje si¢ znaczng
poprawe wartos$ci S-letniego wskaznika przezywalnosci (ang. overall survival, OS) dla
dzieci z ALL, ktory obecnie szacowany jest na 85-90% dla krajow rozwinigtych, podczas
gdy w latach 60. ubieglego wieku wynosit zaledwie 10%. Nawrdt choroby
nowotworowej, ktory dotyczy nawet 20% pacjentow, charakteryzuja nizsze wskazniki
przezy¢ pigcioletnich. Wedlug pracy opublikowanej w 2024 roku przez Children’s
Oncology Group, wérod pacjentow ktorzy doswiadczyli pierwszej wznowy Srednia
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wartos¢ OS dla catej grupy to 48,9% +1.2%, 52.5+1.3% dla pacjentow z B-ALL,
35.5+3.3% dla pacjentow z T-ALL, a najnizszg stwierdza si¢ wsrdd niemowlat -
21.5+£3.9%. Spektakularny postep, jaki si¢ dokonatl w leczeniu ALL w duzej mierze jest
wynikiem: lepszego zrozumienia biologii i1 genetyki ALL, stratyfikacji do grup
terapeutycznych 1 indywidualizacji terapii, wprowadzenia immunoterapii (transplantacje
komorek macierzystych szpiku kostnego, przeciwciata, limfocyty CAR-T), lekow
ukierunkowanych molekularnie, np. inhibitory kinaz tyrozynowych, leki demetylujace
itp. oraz udoskonalenie terapii wspomagajacych [46]. Spektroskopia wibracyjna jako
tania 1 szybka metoda diagnostyczna, ktéra dostarcza kompleksowej informacji
o budowie fizykochemicznej badanej probki, moze by¢ potencjalnie atrakcyjnym
narzedziem do badan przesiewowych w przypadku podejrzenia ALL, o ile uda si¢
wykaza¢ istotne réznice widm komorek nowotworowych w stosunku do prawidlowych
komorek szpiku kostnego lub widm uzyskanych z surowicy. Moglaby ona zostac
wykorzystana  jako metoda pomocnicza do  diagnostyki  wstepnej ALL
1 ulatwi¢ decyzj¢ wykonywania inwazyjnej procedury biopsji szpiku kostnego
w przypadkach niejednoznacznych. Ponadto w przypadku uzyskania réznic w widmach
pacjentow w zaleznosci od uzyskanej odpowiedzi na leczenie indukcyjne, metoda ta
mogtaby takze potencjalnie zosta¢ wykorzystana do stratyfikacji pacjentow pod

wzgledem rokowania.

Jak weczesniej przedstawiono spektroskopia w podczerwieni oraz spektroskopia
Ramana to dwie komplementarne techniki spektroskopii wibracyjnej, dostarczajace
informacji o sktadzie i strukturze biochemicznej analizowanych materiatow. Analizie
poddane mogg zosta¢ zarowno pojedyncze komorki, tkanki jak i ptyny ustrojowe tj.
slina, mocz, wydzieliny z drég rodnych, poptuczyny oskrzelowe, co stanowi waznag
przewage tych technik obok szybkiego czas pomiaru, niewielkiej objetos¢ probki
1 nieskomplikowanej preparatyki koniecznej do jej przeprowadzenia, nad technikami
rutynowo stosowanymi w diagnostyce medycznej. Do ograniczen, waznych z punktu
pracy z materiatem biologicznym, nalezy zaliczy¢ interferencje wody, stanowigce]
glowny skladnik uktadéw biologicznych, jak i utrwalaczy rutynowo stosowanych
w histopatologii, zwlaszcza parafiny, wykazujacych silng absorpcje¢ w regionach widm,
kluczowych dla roznicowania komoérek prawidlowych i zmienionych nowotworowo.
Krioprezerwacja, ktora moglaby stanowi¢ alternatywe dla parafiny, jest technikg rzadziej

stosowana, najczesciej w badaniu §rédoperacyjnym, gdy wymagane jest szybkie podjecie
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kluczowej klinicznie decyzji. Potwierdzajg to badania Wills i wspotautorow, ktorzy
wykorzystujac RS do zbadania tkanek neuroblastoma, ganglioneuroma, guza ostonek
nerwow, pheochromocytoma i tkanki prawidlowej nadnercza, uzyskali zbiezne wyniki
dla tkanek s$wiezych 1 kriobankowanych, uzyskujac 100% czuto$¢ 1 specyficznosé

rozréznienia z tkankami prawidtowymi nadnercza [118].

Pomimo, iz znaczna cz¢$¢ doniesien dotyczy nowotworéw wystepujacych najczesciej
w wieku dorostym badz u oséb starszych, tj. rak piersi [119-123], jajnika [124-126],
prostaty [70,72], jelita grubego [127-129], szyjki macicy [130-132], coraz czesciej
pojawiaja si¢ prace obejmujace tematyka nowotwory wieku dziecigcego. Polis
1 wspotautorzy wykorzystujac  spektroskopie¢ Ramana przeanalizowali  sktad
biochemiczny tkanek medulloblastoma, wykazujac dla nich zwigkszong zawartos$¢ biatek
1 zredukowang lipidow, w poréwnaniu do tkanki zdrowej, bogatej zar6wno w biatka jak
i lipidy [105], podczas gdy Lach i wspot. zbadali tkanki medulloblastoma wykorzystujac
spektroskopi¢ FT-IR [133]. Lieber 1 wspot. poréwnali tkanki guza Wilmsa i prawidlowe
tkanki nerki rozrézniajac je z 93% czuloscig 1 100% specyficznoscia [134]. W innych
badaniach, Chiang i wspoét. analizujac linie komoérkowe migsaka kosciopochdnego
(osteosarcoma) wykorzystali RS do szybkiego i dokladnego wskazania stopnia
zaawansowania, Li 1 wspot. scharakteryzowali zmiany komorek linii komérkowych
osteostarcoma na poziomie subkomorkowym, a Serdiuk 1 wspol. wykorzystali
spektroskopie FT-IR do detekcji zmian w komorkach linii osteosarcoma w odpowiedzi na
leczenie [135-137]. Kast 1 wspol. stworzyli model, ktory w 87,9% prawidlowo
klasyfikowal rozne typy nowotworéw drobnookragltoniebieskokomédrkowych (ang. small
round blue cell tumors) [138]. Chaber 1 wspdt. wykorzystali widma ATR FT-IR dla
wskazania markerow diagnostycznych i prognostycznych dla migsaka Ewinga, a takze

dla rozréznienia migsaka Ewinga i stanu zapalnego kosci i szpiku [139-142].

Podstawg rozpoznania ALL jest badanie szpiku kostnego pobranego na drodze biopsji
aspiracyjnej, ktora jest procedura inwazyjng, niosaca za soba ryzyko powiktan, z uwagi
na konieczno$¢ jej przeprowadzenia u dzieci w stanie glgbokiej sedacji lub znieczulenia
ogolnego. Czestos¢ wystepowania tego nowotworu oraz ograniczona dostepnose
materiatu do badan znaczaco utrudniaja prowadzenie analiz majacych na celu
opracowanie nowych metod diagnostycznych i1 prognostycznych dla ALL u dzieci.
W dostepnej literaturze sg to, poza wstepnymi wynikami wlasnego zespotu ktére zostaty

wczesniej opublikowane, pierwsze doniesienie dotyczace mozliwosci wykorzystania
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spektroskopii w podczerwieni oraz spektroskopii Ramana w réznicowaniu pacjentow
z ALL od pacjentow z innymi zaburzeniami hematologicznymi nienowotworowymi
i pacjentow zdrowych, ktoére obejmuje zakresem duza homogenna grupe dzieci
1 mtodziezy z ALL (48 pacjentow), dla ktorych analizowano jednoczes$nie surowicg

1 szpik kostny [143].

Widma FT-IR i widma RS =zarejestrowano dla surowicy grupy kontrolnej 15
pacjentow zdrowych oraz surowicy i lizatu komoérkowego szpiku komorkowego 43
pacjentow z zaburzeniami hematologicznymi takimi jak: anemia, matoplytkowos¢,

leukopenia i pancytopenia oraz grupy 48 pacjentéw z ALL.

Widma FT-IR surowicy — markery diagnostyczne

Analizujac pelny zakres widma FT-IR surowicy najwigksza uwage zwraca wyzsza
absorpcja dla usrednionego widma grupy pacjentow zdrowych oraz pacjentdéw z anemig
w poréwnaniu do pozostatych grup. W regionie 3500-2800 cm™, w ktorym obserwowano
piki charakterystyczne dla drgan grup funkcyjnych amidu A, czasteczek wody, a takze
grup CHs 1 CH; lipidéw, a najnizsze wartosci absorpcji obserwowano dla usrednionego
widma pacjentow z pancytopenig. Dla omawianego zakresu nie stwierdzono istotnych
przesuni¢¢ w kierunku wyzszych lub nizszych liczb falowych. Gdy poréwnano warto$ci
absorpcji dla istotne statystycznie réznice dla pacjentow zdrowych 1 pacjentdéw
z biataczka obserwowano w tym regionie dla pikow pojawiajacych si¢ przy 2955-2954
cm™ (p=0,001943), 2927-2925 cm™ (p=0,029334), 2870 cm™ (p=0,000906) i 2855-2854
cm™ (p=0,013875) charakterystycznych dla asymetrycznych i symetrycznych drgan grup
CH; 1 CH,. Podobne wyniki uzyskano dla innego powigzanego z lipidami piku
obserwowanego przy 1451-1449 cm™ (p=0,001241), ktéremu przypisuje si¢ drgania
zginajace grup CHs i CH,, a takze dla powigzanego z drganiami rozciggajacymi C=0O
grup COO™ kwasow tluszczowych i bialek piku przy 1396-1392 cm™ (p=0,002332).
Zbiezne wyniki uzyskali Sheng. 1 wspotautorzy, w ktérych to badaniu za najistotniejszy
dla rozroznienia pacjentéw zdrowych od pacjentow z biataczka na podstawie widm
surowicy uznano stosunek wysokosci pikéw z maksimum przy 2959 cm™ i 2931 cm™

(H2959/H2931). W badaniu tym jednak u jedynie 4 sposrdéd 30 pacjentéw z biataczka
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zdiagnozowano ALL, w pozostatych przypadkach byta to ostra biataczka szpikowa -
AML (22 pacjentéw), 1 przewlekla biataczka szpikowa — (ang. chronic lymphocytic
leukemia, CLL - 4 pacjentow), ktére stanowia odrebng jednostke chorobowa [144]. Do
grupy kontrolnej w badaniu Sheng i wspot. wlaczono 19 pacjentow. W innym badaniu,
Ramesh 1 wspotautorzy, nie wykazali istotnych dla monitorowania leczenia ALL zmian
w widmie FTIR-MSP, a analiza skupiefi dla zakresu 3000-2800 cm™ tylko dla jednego
z trzech przypadkéw wykazata dobra klasyfikacje pacjentow, grupujac pacjentow,
u ktorych nie wykrywano blastow w jednym klastrze [145].

Zaburzenia metabolizmu lipidow sa jednymi z najczesdciej obserwowanych
u pacjentow z chorobg onkologiczng. Mogensen 1 wspdlautorzy zbadali wystepowanie
zaburzenia lipidowe u pacjentow z ALL w czasie diagnozy, obserwujac u 99% pacjentéw
r6éznego typu dyslipidemie, najczgséciej zwigzane z obnizonym poziomem HDL (98%)
umiarkowang hipertréglicerydemia (61%), umiarkowang hipercholesterolemia (5%)
1 hipocholesterolemia (14%), a takze obnizonym poziomem LDL (13%) Ilub
podwyzszonym poziomem LDL (1%) [146]. Nalezy jednak zauwazy¢, iz piki, dla ktorych
zaobserwowano istotne statystycznie rdznice, przypisywane sg gtownie dla fosfolipidow,
a tylko w niewielki stopniu dla cholesterolu i biatek. Do prawdopodobnych przyczyn
obserwowanych roznic zaliczy¢ mozna zjawisko zwigkszonej syntezy 1 akumulacja
lipidow przez komorki biataczkowe, ktére moga wykazywaé wyzszy poziom syntezy
lipidow, a co moze wspiera¢ ich szybki wzrost i proliferacj¢ [147]. Komorki te czesto
wykazuja zmieniony profil metabolizmu lipidow, w tym réznice w procesach lipogenezy
1 lipolizy. Wykorzystuja one lipidy do wytworzenia chemicznych przekaznikéw na
drodze katalizowanej przez fosfolipazy hydrolizy btonowych fosfolipidow czy syntezy
z dostarczanych w diecie wolnych kwasow tluszczowych, takich jak diacyloglicerol,
kwas fosfatydowy, kwas lizofosfatydowy czy kwas arachidonowy wyzwalajace
aktywacje szlaku RAS, kinaz fosfo-3-inozytolu, kinazy bialkowej C, RAC, RHO
1 kilku innych szlakow sygnatowych, ktore odgrywaja kluczowa role w regulacji wzrostu
komorek, metabolizmu 1 przezycia [148-150]. Zmiany te moga stuzy¢ jako mechanizm
adaptacyjny, umozliwiajacy komoérkom nowotworowym przetrwanie w warunkach stresu
metabolicznego. Co wigcej, w komorkach biataczkowych ALL moze doj$¢ do akumulacji
specyficznych lipidow, takich jak ceramidy czy sfingolipidy, ktore moga wptywac na

funkcjonowanie bton komérkowych oraz procesy zwigzane z apoptoza [151-153].
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Nalezy zauwazy¢, iz w przeprowadzonym badaniu dla wymienionych pikow
czuto$¢ 1 specyficzno$¢ osiagniete dla réznicowania grupy pacjentéw zdrowych
i pacjentow z ALL wynosity 76,09% i 92,86% dla piku przy 2957-2955 cm
(AUC=0,84938) oraz 63,04% i 92,86% dla piku przy 2927-2925 cm™ (AUC=0,7632). Pik
pojawiajacy sie przy 2870 cm™ charakteryzowata 71,74% czuto$é i 100% specyficznosé
(AUC=0,85248), ktore dla piku przy 2855-2854 cm™ wynosity odpowiednio 67,39%
1 100% (AUC= 0,84938). Najmniej zadawalajace wyniki osiggni¢to dla pikow przy 1451-
1449 cm™ oraz 1398-1395 cm’™, dla ktérych parametry te osiagnety wartos¢ odpowiednio
67,39% 1 78,57% (AUC=0,84938) oraz 76,09% 1 71,43% (AUC=0,8354). Dodatkowo dla
zadnego z wymienionych pikéw nie uzyskano roznic istotnych statystycznie roznic

pomiedzy grupa pacjentow z ALL oraz pacjentéw z zaburzeniami hematologicznymi.

Istotne roznice stwierdzono natomiast pomi¢dzy grupa pacjentow zdrowych oraz
pacjentéw z zaburzeniami hematologicznymi. Dla grupy pacjentow zdrowych
i pacjentow z leukopenia roznice te dotyczyly pikow przy: 3106-3104 cm™ (p=0,048402),
3095-3094 cm”  (p=0,049788), 2955-2954 cm’ (p=0,000596), 2927-2925 cm’
(p=0,002444), 2870 cm™ (p=0,000581), 2855-2854 cm™ (p=0,000846), 1451-1449 cm™
(p=0,003492), 1396-1394 cm™' (p=0,003492), podczas gdy dla grupy pacjentéw zdrowych
i pacjentow z matoptytkowoscia roznice te stwierdzono dla pikow przy: 2955-2954 cm’™
(p=0,042372), 2927-2925 cm™ (p=0,006436), 2870 cm™ (p=0,002604), 2855-2854 cm’’
(p=0,012007), 1451-1449 cm™ (p=0,000930), 1396-1394 cm™ (p=0,000921). Analizujac
grupe pacjentOw z pancytopenig wartosci absorpcji roznily si¢ istotnie statystycznie dla
pikéw wystepujacych przy: 2955-2954 cm™ (p=0,007270), 2870 cm™ (p=0,006713),
2855-2854 cm’' (p=0,044598), 1451-1449 cm™ (p=0,034907), natomiast dla pacjentow
z anemig réznica ta dotyczyla tylko piku przy 2870 cm™ (p=0,035217). Obiecujace
wyniki wzgledem wymienionych pikow uzyskano dla réznicowania pacjentéw zdrowych
i pacjentow z anemig (71,43% i 100%, AUC=0,87755), pacjentdéw z pancytopenig
(czuto$¢ w zakresie 71,43%-85,71%, specyticznos¢ 100%, AUC=0,82653-0,96429) oraz
pacjentow z matoptytkowoscig (czulos¢ w zakresie 88,99%-100%, specyficzno$¢ —
92,86% do 100%, AUC=0,89683-0,99603). Zblizone wyniki otrzymano dla mozliwosci
réznicowania pacjentow zdrowych i1 pacjentow z leukopenia z czulo$cia w zakresie
68,75-87,5%, 1 specyficznos¢ w zakresie 92,86-100% (AUC=0,77902-0,94643).
Zmienno$¢ miedzyosobnicza, jak rowniez ztozono$¢ informacji uzyskiwanej przy

analizie surowicy jako ptynu ciala bogatego mig¢dzy innymi w zwiazki lipidowe,
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weglowodany, aminokwasy, witaminy 1 biatka, moze tltumaczy¢ wartosci parametrow dla
czutosci 1 sprecyficzno$¢i pomimo uzyskania istotnej statystycznie rdznicy w wartosci
absorpcji dla pojedynczych pikéw [154]. Pomimo tego, wyniki te pokazuja dosy¢ wysoka
zdolnos$¢ spektroskopii FTIR do detekcji zmian jakie zachodza w sktadzie chemicznym

Surowicy.

W widmie FT-IR surowicy najwyzsza absorpcje dla wszystkich grup wykazano
w regionie daktyloskopowym dla pasma amidu I, obejmujacego zakres 1700-1600 cm™
oraz pasma amidu II z pikiem pojawiajacym si¢ przy 1532-1531 cm™ przypisywanym dla
drgan zginajacych -NH i rozciagajacych C-N biatek. W regionie amidu I nie
obserwowano istotnych przesunie¢ maksimoéw dla poszczegdlnych pikow czy roznic
w wartos$ci absorpcji. ale dla pacjentow zdrowych oraz pacjentéw z matoptytkowoscig nie
odnotowano piku przy 1640-1639 cm™, a dla grup pacjentéw z leukopenia i pancytopenia
piku przy 1634-1633 cm™ ktore byly obecne w widmach usrednionych pozostalych
grupach pacjentéw. Pasmo amidu I sktada si¢ z kilku zachodzacych na siebie pasm
sktadowych, ktorym przypisa¢ mozna poszczegoélne struktury drugorzedowe biatka.
Struktury te stabilizowane s3 poprzez wigzania wodorowe wytwarzane pomi¢dzy atomem
tlenu grupy karboksylowej jednego aminokwasu i atomem azotu grupy aminowej
drugiego, oddalonego aminokwasu *tancucha polipeptydowego na wskutek czego
dochodzi do miejscowego skrecania badz faldowania si¢ struktury pierwszorzedowe;.
Prawoskretna struktura powstajaca poprzez wytworzenie wigzania wodorowego
pomiedzy co czwartym aminokwasem okreslana jest jako oa-helisa. B-kartka, inaczej
B-harmonijka, ze wzgledu na wyglad przypominajacy pofatdowang kartke, stabilizowana
jest poprzez wigzania wodorowe pomig¢dzy sgsiednimi tancuchami polipeptydowymi,
a PB-zakret poprzez wytworzenie wewnatrzczasteczkowych wigzan wodorowych, czesto
pomiegdzy antyrownoleglymi ni¢mi beta i ze zmiang kierunku tancucha polipeptydowego
[88]. Obliczajac stosunek procentowy struktur o-helisy, P-kartki oraz struktur
nieuporzadkowanych, za pomoca spektroskopii w podczerwieni, mozliwe jest sledzenie
strukturalnych zmian biatek zachodzacych w przebiegu patologicznych proceséw
w roznych chorobach. W przeprowadzonym badaniu wykorzystano druga pochodna
widma, dokonujac integracji dla zakresow przypisywanych danym strukturom dla
poréwnania warto$ci miedzy poszczegdlnymi grupami. Gdy porownano druga pochodng
dla widm wusrednionych dla grup nie obserwowano istotnych przesuni¢¢ pozycji

minimum, ktore mieécily sic w przedziale + 2 cm™. Zauwazalne s natomiast pewne
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roznice pod wzgledem udziatu procentowego poszczegolnych struktur drugorzedowych
biatek pomig¢dzy grupami. Dla wszystkich grup dominujgcg strukturg byla B-kartka
z minimum przy 1631-1629 cm™, a najnizsze wartoéci obserwowano dla struktury
B-zakretu z minimum w zakresie 1671-1670 cm™. Dla pacjentow z biataczka uzyskano
wyzsze warto$¢ dla udziatu procentowego struktury a-helisy (minimum przy 1661-1660
cm’') w pordwnaniu do udziatu B-zakretu (1680-1679 cm™), a dla grupy pacjentow
zdrowych udziat ten byt wyzszy od zaréwno od struktury p-zakretu (1680-1679 cm™) jak
i B-kartki (1631-1629 cm™). W odroznieniu od pozostatych grup, dla usrednionego
widma grupy pacjentéw z pancytopenig udziat struktury a-helisy byt nizszy od udziatu
struktury nieuporzadkowanej (1646-1644 cm™). Co wiccej, istotna statystycznie réznice
dla procentowego udzialu a-helisy obserwowano dla grupy pacjentow zdrowych
1 pacjentow z leukopenia (p=0,02267), a dla udziatu struktury nieuporzadkowanej réznica
ta zostata zaobserwowana dla pacjentow z pacjentOw z anemig i pacjentow z biataczka
(p-0,030408) oraz pacjentow zdrowych (p=0,002077). Dla struktury alfa-helisy czuto$¢
1 specyficzno$¢ wynosita odpowiednio 66,67% oraz 100% (AUC=0,8381) i przyjmowata
znacznie bardziej obiecujace wyniki dla struktury nieuporzadkowanej dla ktorych
wynosita odpowiednio 85,71% 1 90,91% (HEMC-E vs. LEUK-PD, AUC=0,89935) oraz
85,71% 1 100% (HC vs. HEMC-E, AUC=0,97959). Co wigcej, gdy poréwnano udziat
struktury a-helisy dla réznicowania grup HEMC-W i LEUK-PD przyjmujac wartos¢
odcigcia 11,663% czuto$¢ i specyficzno$¢ odroznienia wynosity odpowiednio 75%
1 85,71% (AUC=0,77273). Inna zauwazalna roznice stwierdzono dla pacjentow
z matoplytkowoscia i pancytopenia udziat B-zakretu (1680-1679 cm™) byt wyzszy od
B-kartki (1694-1692 cm™) w odréznieniu od pozostatych grup. Dodatkowo, bliska
istotnodci statystycznej roznice dla udziahu struktury p-zakretu (1680-1679 cm™)
obserwowano pomiedzy grupg pacjentow zdrowych, dla ktérych odnotowano najnizszy
udziat procentowy tej struktury, a grupag pacjentow z biataczka (p=0,061787). Opisane
wyzej roznice w strukturze drugorz¢dowej bialek pomiedzy pacjentami z ALL
1 pozostatymi grupami, mogg zosta¢ potencjalnie wykorzystane przy tworzeniu modeli
diagnostycznych identyfikujacych ALL jako przyczyng anemii lub pancytopenii krwi

obwodowe;.

Warto$¢ absorpcji dla pozostatych przypisywanych dla aminokwaséw 1 biatek
pikoéw tj. piku charakterystycznych dla drgan C=0 seryny, treoniny, tyrozyny (1170-1168
cm™) i przypisywanego dla amidu III piku przy 1308-1306 cm™, réznita si¢ istotnie
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statystycznie dla grupy pacjentdéw zdrowych i pacjentéw z biataczka (odpowiednio
p=0,000078, p=0,004032), a takze grupy pacjentdow zdrowych 1 tych z zaburzeniami
hematologicznymi tj. leukopenia (p=0,000263, p=0,013396), maloptytkowos¢
(p=0,000563, p=0,008312) 1 pancytopenia (p=0,001673, p=0,009675). Czulos¢
1 specyficzno$¢, podobnie jak w przypadku wczesniej opisywanego zakresu
3500-2800 cm™, byla zauwazalnie wyzsza poréwnujac zdolno§¢ odroznienia pacjentow
zdrowych 1 z zaburzeniami hematologicznymi, niz w przypadku pacjentow z ALL. Dla
tych ostatnich wynosita odpowiednio 76,09% 1 100% (AUC=0,89752) dla piku przy
1170-1168 cm™ oraz 69,57% i 78,57% (AUC=0,79348) dla piku przy 1308-1306 cm™.
Dla pacjentow zdrowych 1 pacjentow zaburzeniami hematologicznymi czuto$¢
i specyficzno$é¢ dla piku przy 1170-1168 cm™ wynosita odpowiednio po 100% dla
pacjentow z matoptytkowoscig oraz dla pacjentow z leukopenig (AUC=1) i byla najnizsza
dla pacjentéw z pancytopenig — 85,71% 1 100% (AUC=0,96939). Dla piku przy 1308-
1306 cm™ wartosci te prezentowaly sie nastepujaco — dla pacjentéw z matoptytkowoscia
— 100% 1 92,86% (AUC=0,99206), dla pacjentow z leukopeniag — 81,82 % 1 92,86%
(AUC=0,91295) i ponownie byly najnizsze dla pacjentéw z pancytopenia — 85,71%
178,57% (AUC=0,92347).

Dla dwoch omawianych wczesniej pikow, przypisywanych zarowno dla lipidow
jak i biatek przy 1451-1449 cm™ oraz 1398-1395 cm’, oprocz statystycznie istotnych
r6éznic pomiedzy grupa pacjentow zdrowych i pacjentéw z biataczka, zaobserwowano
takze réznice dla grupy pacjentéw zdrowych i pacjentéw z leukopenia (odpowiednio
p=0,003492, p=0,012649) oraz matoptytkowoscig (p=0,000930, p=0,000921), a dla piku
1451-1449 cm™ réwniez dla pacjentdw zdrowych i pacjentdw z pancytopenia
(p=0,034907). Dla pacjentdow z leukopenig otrzymano nieznaczniej mniej obiecujace
wyniki gdy poréwnano czuto$¢ i specyficzno$¢ dla obydwu pikéw, ktéra wynosita
odpowiednio 75% i 100% (AUC=0,89063) dla piku 1451-1449 cm™ oraz 75% i 92,86%
(AUC=0,87946) dla piku przy 1398-1395 cm™. Dla pozostatych grup wartosci te miescity
si¢ w przedziale 85,71% -100% oraz 92,86%-100% dla obydwu pikow (AUC=0,86735-
0,9881). Nalezy zauwazy¢ istotna statystycznie roznice dla pikow przy 1398-1395 cm™
(p=0,000020), 1308-1306 cm™ (p=0,000034), 1239-1238 cm™ (p=0,000001) i 1170-1168
cm™ (p<0,0001) i 1103-1102 cm™ (p=0,001524) obserwowano gdy poréwnano wartosci
absorpcji dla grupy pacjentow zdrowych oraz wszystkich pacjentéw z zaburzeniami

hematologicznymi wlaczajac ALL co sugeruje, iz na podstawie widm FT-IR surowicy
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mozna $ledzi¢ zmiany fizykochemiczne zachodzace w przebiegu schorzen

przebiegajacych ze zmiang sktadu komérkowego krwi obwodowe;.

Zelig 1 wspotautorzy wykorzystali  technike mikrospektroskopii  FT-IR
(ang. FT-IR microspectroscopy, FTIR-MSP) do zbadania komoérek mononuklearnych
wyizolowanych z krwi obwodowej 27 pacjentdéw zdrowych, 19 pacjentéow u ktorych
obserwowano objawy infekcji (grupy referencyjne) oraz 15 pacjentéw z ré6znymi typami
bialaczki, w tym ALL. Analiza klastrowa wykazata, iz dla region 3000-2800 cm
uzyskano najlepsza zdolno$¢ rozroznienia pacjentow z biataczka od dwoch grup
referencyjnych, ale istotne statystycznie réznice obserwowano takze dla innych pikow
regionu daktyloskopowego zwiazanych z biatkami tj. piku przy 1656 cm™, 1546 cm™,
1400 cm™, 1313 em™, 1170 em™ czy 1155 cm™ powiazanego z drganiami rozciagajacymi
grup C-O biatek i weglowodandw, czego nie obserwuje si¢ w widmach surowicy w tej
pracy. Poréwnujac wartosci absorpcji dla wszystkich analizowanych pikéw autorzy
przedstawionego badania nie byli jednak w stanie rozroézni¢ pacjentdow z grup
referencyjnych, ktore klastrowaly si¢ razem. Co wigcej, na przykladzie trzech
przypadkéw ALL, w korelacji z odsetkiem blastow w krwi obwodowej 1 szpiku kostnym,
zbadali oni zmiane absorpcji dla piku 2853 cm™ oraz 967 cm’™, ktory przypisuje sig
drganiom szkieletowym grup C-O 1 C-C deoksyrybozy DNA, w czasie trwania
chemioterapii, obserwujac dla pacjenta z B-ALL obnizanie si¢ warto$ci absorpcji dla piku
2853 cm™ w pierwszych dniach leczenia, nastepnie jej wzrost do poziomu uzyskanego
dla komoérek mononuklearnych zdrowych 0sob i powyzej oraz spadek absorpcji dla DNA
do poziomu ponizej normy, az do 88 dnia leczenia, w ktorym poziom absorpcji dla
obydwu pikow wskazal na obecno$¢ minimalnej choroby resztkowej. Powyzsze
obserwacje maja jednak charakter jednostkowy 1 na tej podstawie nie mozna wyciggnac

zadnych istotnych wnioskow [155].

Inne istotne statystycznie roznice w wartosci absorpcji wykazano dla pikéw
przypisywanym drganiom rozciggajacym asymetrycznym grup fosforanowych kwasow
nukleinowych, fosfolipidow i bialek fosforylowanych (1239-1238 cm™, p=0,000135) oraz
lewoskretnej helisie DNA (934-931 cm™, p=0,010131), dla grupy pacjentéw zdrowych
1 pacjentow z ALL, dla ktorych wartosci te byly nizsze. Czuto$¢ i specyficzno$¢ dla
réznicowania tych dwoch pikéw wynosita odpowiednio 76,09% 1 100% (AUC=0,87578)
dla piku 1239-1238 cm™ oraz 67,39% i 100% (AUC=0,79193) dla piku 934-931 cm'.
Dodatkowo dla piku przy 1239-1238 cm™ warto§¢ absorpcji roznily sie w sposob istotny
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statystycznie dla pacjentéw zdrowych oraz pacjentow z leukopenig (p=0,001255, czutos¢
93,75%, specyficznos¢ 100%, AUC=0,94643), pancytopenia (p=0,008860, 71,43%
1 100%, AUC=0,94898) i matoptytkowoscia (p=0,000607, 100%, AUC=1), a dla piku
934-931 cm™ dla pacjentéw zdrowych i pacjentéw z leukopenia (p=0,043127, 68,75%
1 100%, AUC=0,80357).

We wspomnianych wczesniej badaniach Sheng i wspél. zaobserwowali istotng
statystycznie roznice dla piku przy 1240 cm™, a takze dla innych powiazanych z kwasami
nukleinowymi, fosfolipidami i biatkami pikéw migdzy innymi dla przypisywanego
drganiom symetrycznym grup PO, piku pojawiajacym sie przy 1085 cm’,
charakterystycznego dla drgan szkieletowych grup C-C i C-O deoksyrybozy (967 cm™)
i drgan szkieletu cukrowo-fosforanowego DNA (780 cm™). Dla pierwszego z nich,
w badaniu Sheng i wspot., pik obserwowano w zakresie 1076-1075 cm™, nie stwierdzajac
istotnych statystycznie réznic. Dodatkowo dokonujac dopasowania krzywej dla pikow
charakterystycznych dla drgan grup funkcyjnych kwasow DNA i RNA, zaobserwowano
nizszy stosunek absorpcji dla pikéw przy 1115 cm™ i 1028 cm” (A1115/A1028)
w surowicy pacjentow z biataczka, a Ramesh i wspét, dla piku przy 1245 cm™ 1 967 cm™,
dla ktérego we wszystkich analizowanych przypadkach zauwazyli, iz poziom absorpcji
korelowat z dniem leczenia, co ttumaczono szybkim obnizaniem si¢ liczby komoérek
blastycznych 1 silng kondensacjg chromatyny komorek apoptycznych, ktora wptywa na
mozliwo$¢ detekcji sygnatu dla DNA [144-145]. Sprzeczne rezultaty otrzymali Schultz
i wspot., ktorzy wykazali wyzsza absorpcje w regionie 1300-900 cm™ widma komérek
przewlektej biataczki limfocytowej w poréwnaniu do widm prawidtowych limfocytow,
odpowiadajacej zawartosci DNA, co jak najczesciej sugeruje si¢ w przypadku CLL jest
wynikiem zaburzen chromosomalnych, dotyczacych nawet 65% pacjentow. Podobne
rezultaty uzyskali Benedetti i wspol., ktorzy analizujac limfocyty uzyskane od pacjentéw
z CLL zaobserwowali, iz wyzsza absorpcje dla pikow zwigzanych z asymetrycznymi
1 symetrycznymi drganiami grup PO, i stosunek zintegrowanego pola powierzchni pod
pikiem z maksimum przy 1080 cm” do 1540 cm™ byly kluczowe dla rozréznienia
limfocytow CLL i limfocytow prawidlowych uzyskanych od zdrowych pacjentéw [156-
158].

W niniejszej rozprawie weryfikowano zdolno$¢ rozrdzniania pacjentéw
z zdrowych 1 z zaburzeniami hematologicznymi od pacjentow z ALL na podstawie
uzyskanych widm FT-IR surowicy poréwnujac pozycje pikdow i1 wartosci absorpcii,
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a takze przeprowadzajac wielowymiarowg analiz¢ PCA 1 HCA, oceniajagc mozliwos¢
stworzenia modelu klasyfikacyjnego. Wyniki analiz pozostawaty zbiezne. Na wykresach
nie obserwowano wyraznego klastrowania si¢ wynikow wzgledem przynaleznosci
pacjentow do danej grupy. Wyniki pacjentdow z bialaczka, jak rowniez pacjentéw
z leukopenig i matoplytkowoscig cechowato rozproszenie wzgledem trzech
analizowanych gltéwnych komponentow wyjasniajacych odpowiednio 76,77%, 8,55%
15,87% wariancji dla wyj$ciowych danych spektralnych. Wyniki dla pacjentow zdrowych
tworzyly zwarty klaster wzgledem dodatnich wartosci PC1 1 PC2 tlumaczonych
ujemnymi obcigzeniami powigzanymi z drganiami rozciggajagcymi estrowych grup
karbonylowych (1743 cm™), amidem I-rzedowym (1620 cm™), amidem II-rzedowym
(1549 cm™) i drganiami rozciggajacymi grup -NH amidu A, grup hydroksylowych
czasteczek wody, a takze asymetrycznymi i symetrycznymi drganiami grup CH, i CH3
lipidéw w zakresie 3500-2800 cm™. Z kolei dla pacjentéw z pancytopenia oraz anemia
zaobserwowano klastrowanie si¢ wynikow wzgledem ujemnych wartosci PC2. Te
tltumaczone sa dodatnimi obcigzeniami, ktorym odpowiadaja zakresy charakterystyczne
dla symetrycznych i asymetrycznych drgan rozciagajacych grup CHs i CH, (2981 cm’™,
2923 cm’, 2854 cm’™), drgan estrowych grup karbonylowych (1743 cm™) i drgan
rozciagajacym szkieletu weglowego struktur randomowych (1066 cm™). W uwagi na
rozproszenie wynikow pacjentow z bialaczka wsrod wynikéw pacjentéw zdrowych jak
1 pacjentow z zaburzeniami hematologicznymi, wyniki analiz te nie wykazuja potencjatu,
aby na ich podstawie stworzy¢ model klasyfikacyjny dla ALL, co potwierdza réwniez
wynik analizy HCA. Jednakze, fakt iz wyniki dla grupy pacjentow zdrowych ustyowane
sa w zwartym klastrze, w przeciwienstwie do pacjentow =z zaburzeniami
hematologicznymi oraz pacjentéw z ALL, daje potencjat do wykorzystanie tego faktu
w opracowaniu metod diagnostycznych opartych na analizie sktadu biochemicznego do

wstepnych badan przesiewowych.
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Widma FT-IR surowicy — markery prognostyczne

Poréwnano wartosci absorpcji dla widm pacjentéw z grupy wysokiego ryzyka
oraz pacjentow spoza grupy wysokiego ryzyka. Pomimo zauwazalnych dla usrednionych
widm  FT-IR  surowicy réznic w  wartoS§ci  absorpcji w  zakresach
3500-2950 cm™, 1450-1250 cm™ i 1150-1000 cm™, roznice w wartosci absorpcji dla
wyznaczonych pikoéw nie osiggnety poziomu istotnosci statystycznej. Dla oryginalnych
usrednionych widm grup nie takze stwierdzono istotnych przesuni¢¢, podczas gdy dla
widm drugiej pochodnej zauwazono, iz piki przy pozycji minimum 1059 cm™ i 924 cm™
obecny byly tylko w widmie grupy HR. Piki te przypisuje si¢ odpowiednio drganiom
rozciggajagcym C=0 weglowodanow, glikogenu, deoksyrybozy i rybozy DNA i RNA oraz
lewoskretnej helisie kwasu DNA, a ich wystepowanie moze by¢ zwigzane ze znacznymi
roznicami struktury krazacej w surowicy chromatyny. Zalezno$¢ ta zweryfikowano
1 z uwagi na fakt, iz piki te wystgpowaty w widmach drugiej pochodnej zaréwno
pacjentow z grupy wysokiego ryzyka jak i pacjentdw spoza grupy wysokiego ryzyka, nie

moga by¢ uznane za wiarygodne wskazniki prognostyczne.

Przeprowadzono takze integracje widma drugiej pochodnej w zakresie amidu I dla
pordwnania udzialu poszczegdlnych struktur drugorzedowych biatka. Analiza ta
wykazala istotng statystycznie réznice dla grup HR i1 non-HR dla udziatu procentowego
struktury beta-kartki z minimum przy 1630 cm™, ktéry byt wyzszy dla grupy non-HR
(28,74% dla usrednionego widma HR 1 31,45% dla grupy non-HR, p=0,00124).
W ostatnich latach coraz wigksza uwage poswieca si¢ strukturom beta-kartki w zwigzku
z ich rolag w procesie agregacji biatek, ktora obserwowana jest w przypadku choroby
Alzheimera, zespolu nabytego niedoboru odpornosci czy chorob prionowych, ale takze
chorob nowotworowych [158]. Rasuleva 1 wspdl. zaobserwowali iz pegcherzyki
zewnatrzkomorkowe (ang. extracellular vesicles, EVs) uwalniane z komoérek raka trzuski
byly bogatsze w struktury beta-kartki od tych uwalniane z odpowiadajagcym im komoérek
prawidlowych. Liczne doniesienia wskazuja iz w przypadku ALL, bogate w kwasy
nukleinowe, biatka 1 lipidy pecherzyki odgrywaja kluczowa rolg zar6wno w rozwoju,
progresji jak 1 nabywaniu opornosci przez komoérki biataczkowe na leczenie [159-161].
Nie znaleziono jednak doniesien odnoszacych si¢ bezposrednio do struktur beta-kartki

obecnych w EVs, jako czynnikow rokowniczych w ALL. Czulo$¢ i specyficznosé
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odroznienia pacjentow z grupy HR 1 non-HR wynosita 77,14% 1 88,89%
(AUC= 0,85397). Tylko dla 9 sposréd 39 pacjentéw z grupy non-HR i dla wszystkich
pacjenci z grupy HR udzial tej strukuty byt mniejszy niz 32%, co obrazuje duzy potencjat
oceny procentowego udziatu struktury B-kartki na podstawie widm FT-IR surowicy jako

marker prognostycznego.

Nastepnie przeprowadzono analizy HCA i1 PCA, dla ktérych to wyniki dla grupy
HR jak i non-HR sg rozproszone, nie wykazano dla nich klastrowania si¢ wzgledem
analizowanych komponentow. Dodatkowo wyniki dla pacjentéw z grupy HR nie sa
rozmieszczone na wykresie w korelacji z wykazywaniem przez pacjentow wczesnych
czynnikbw wysokiego ryzyka czy poziomem MRD. Nie wykazano takze zwigzku

z potozeniem wyniku na wykresie i wznowg badz zgonem pacjenta.

Nalezy jednak zwrdci¢ na dysproporcje w liczebnosci prob jakimi dysponowano
w tym badaniu. Do grupy wysokiego ryzyka w badanej grupie zakwalifikowano tylko
9 pacjentow posrod 48 wszystkich wilaczonych do badania, co zwigzane jest

z epidemiologia tego nowotworu.

Widma FT-IR lizatu komodrkowego szpiku kostnego — markery diagnostyczne

Przeanalizowano widma FT-IR lizatu komérkowego szpiku kostnego. Ze wzgledu
na inwazyjny charakter zabiegu biopsji szpiku kostnego, jego uzyskanie od zdrowych
dzieci, nie bylo mozliwe. Mala liczebno$¢ grupy badanej stanowi istotne ograniczenie
w analizie uzyskanych wynikow, co jest zwigzane z matg zapadalno$ciag dzieci na cigzkie
schorzenia hematologiczne. Z tego powodu analiza widm spektroskopowych lizatu
komoérkowego szpiku kostnego zostala przeprowadzona réwniez bez uwzgledniania

szczegOtowych rozpoznan.

Obserwowano réznice w wartoSci absorpcji dla usrednionych widm,
w szczegolnosci nizsza absorpcja w zakresie ok. 3500-3000 cm™ dla widma grupy
pacjentdw z maloplytkowoscia, a takze w zakresie 3000-2800 cm™ dla pacjentdw
z biataczka. Istotne przesunigcie stwierdzono dla piku 2987-2986 cm™, ktéry nie pojawiat

si¢ w widmie usrednionym pacjentdéw z pancytopenig, a u pacjentow z matoptytkowoscia

148



obserwowano go przy 2981 cm™. Dla widm drugiej pochodnej wykazano jednak, iz tylko
dla 2 przypadkoéw pacjentow z matoptytkowoscig obserwowane jest istotne przesunigcie
w kierunku wyzszych liczb falowych, a dla pozostatych obserwowano minima przy 2988-
2986 cm’. Ponadto przesunigcia te stwierdzono takze u pacjentéw z bialaczka,
leukopenig 1 pancytopenig przez co nie mozna ich uzna¢ za powigzanych wylacznie
z matoptytkowoscig. Kolejne przesuniecie stwierdzono dla piku charakterystycznego dla
drgan symetrycznych grup fosforylowych, ktéry dla pacjentow z leukopenia,
pancytopenia oraz bialaczka, obserwowano przy 1085 cm”, dla pacjentow
z matoptytkowoscia przy 1087 cm™, a dla pacjentoéw z anemia przy 1081 cm™. Co wigcej,
dodatkowy pik wykazano w usrednionym widmie pacjentéw z anemia przy 1068 cm™.
Dalsza analiza wykazala jednak, iz w omawianym zakresie widma wykazuja duza
zmienno$¢ zwigzang z potozeniem piku jak 1 obecnoscig mniejszych dodatkowych pikow,
przez co podobnie jak w przypadku poprzedniego piku nie mozna ich uznaé za kluczowe
dla stworzenia modelu diagnostycznego dla pacjentow z zaburzeniami hematologicznymi

i pacjentow z ALL.

Gdy uwzgledniano poszczegodlne zaburzenia hematologiczne istotne statystycznie
réznice w warto$ci absorpcji dla zidentyfikowanych pikéw stwierdzono dla grupy
pacjentdw z pancytopenia i pacjentdéw z leukopenia dla piku przy 1633-1632 cm’
(p=0,045468), ktory w literaturze drganiom rozciggajacym grup C=0 wigzania amidu I
obecnego w biatkach. W moim badaniu czuto$¢ i specyficzno$¢ réznicowania pacjentow
z pancytopenia oraz pacjentow z leukopenia na podstawie warto$ci absorpcji dla piku
przy 1633-1632 cm™ wynosita 66,67% i 800% (AUC=0,71667), co nie pozwala na
stworzenie wiarygodnego modelu klasyfikacyjnego dla wyzej wymienionych zaburzen.
Dodatkowo, przeprowadzona dla wszystkich grup integracja widma w zakresie 1700-
1600 cm™ amidu I nie wykazata istotnych statystycznie roznic w udziale procentowych

poszczegolnych struktur drugorzedowych biatek, co potwierdza powyzsza teze.

Dla pikéw przy 2928-2925 cm™ (p=0,000782) i 2958-2956 cm™ (p=0,008207)
odpowiadajagcym odpowiednio drganiom asymetrycznym rozciggajacym grup CHs 1 grup
CH, lipidéw, a takze dla piku przy 2871-2870 cm™ (p=0,030664) przypisywanemu dla
drgan symetrycznych grup CH, lipidow, istotne statystycznie réznice stwierdzono gdy nie
uwzgledniano poszczegdlnych zaburzen hematologicznych. Roéznice te podobnie jak
w przypadku surowicy powigzan mozna ze zwigkszonym wykorzystaniem 1 akumulacja

zwigzkow lipidowych przez komorki bialaczkowe. Z uwagi na osiggnigta czuto$¢
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1 specyficzno$¢, ktore miescily sie¢ w przedziale 52-63,15% 1 65,22-76,93%
(AUC=0,60984-0,76769) nie mozna jednoznacznie stwierdzi¢, iz na podstawie
wyznaczonej wartosci absorpcji dla wyzej wymienionych pikow lizatu komorkowego
szpiku kostnego mozna réznicowa¢ pacjentow z biataczka i pacjentow z zaburzeniami

hematologicznymi innymi niz biataczka.

Wyniki te znajdujg potwierdzenie na wykresach wynikow PCA i dendrogramach
HCA, w ktorych to nie obserwuje si¢ klastrowania si¢ wynikow dla pacjentow
z bialaczka, a ktére to polozone sa wsréd wynikéw pacjentow z pozostatymi
zaburzeniami hematologicznymi. Jedynie dla pacjentow z pancytopenig zauwazalne jest
grupowanie si¢ wynikow wzgledem dodatnich wartosci PC1 (57,90% wariancji
wyjsciowych danych), ktore objasniaja ujemne obcigzenia. Obcigzenia te powigzane byty
z pikami charakterystycznymi dla drgan asymetrycznych i symetrycznych rozciagajacych
grup CH, (odpowiednio 2944 cm™ i 2859 cm™), a takze dla drgan rozciagajacych grup
C-H (3000 cm™).

Z uwagi na fakt, iz u 81,25 % pacjentow z biataczkag w tym badaniu odsetek
blastow w szpiku kostnym wynosit przynajmniej 70%, a u jednej trzeciej z nich
przynajmniej 90% zalozono, iz analiza lizatu komorkowego pozwoli na identyfikacje
markeréw diagnostycznych dla ALL. Jedng z prawdopodobnych przyczyn uzyskania
wynikéw, ktoére nie wydorgbniaja w sposob jednoznaczny pacjentow z ALL, jest
maskowanie waznych zmian spektralnych przez obecno$¢ hemoglobiny w probkach,
uwolnionej z prekursoréw erytrocytow. Hemoglobina wykazuje widmo podobne do
widma szpiku kostnego, z dominujagcymi pikami w regionie amidu I, amidu II, a takze
w zakresie 3000-2800 cm™, dla ktorego przypisuje si¢ drgania rozciggajace grup CHj
1 CH; kwasow tluszczowych 1 cholesterolu [162-163].

Widma FT-IR lizatu komorkowego szpiku kostnego — markery prognostyczne

Porownujac polozenie jak i warto$¢ absorpcji dla wyznaczonych pikéw widm
FT-IR lizatu komodrkowego szpiku kostnego pacjentow z grupy wysokiego ryzyka
1 pacjentow spoza grupy wysokiego ryzyka nie stwierdzono rd6znic istotnych

statystycznie, pomimo iz dla usrednionego widma tej pierwszej grupy w zakresie 3500-
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3000 cm™ oraz 1000-800 cm™ warto$¢ absorpcji byla wyzsza od tej obserwowanej dla
usrednionego widma pacjentow spoza grupy wysokiego ryzyka. Przeprowadzona
integracja w zakresie amidu I nie wykazata takze istotnych statystycznie roznic dla
udziatu procentowego poszczegdlnych struktur drugorz¢dowych. Z uwagi na potozenie
wynikoéw dla pacjentow z grupy wysokiego ryzyka na wykresie PCA wsérod wynikow
pacjentoOw spoza grupy wysokiego ryzyka, nie bylo mozliwe potwierdzenie skutecznosci
tej analizy w celu stworzenia modelu klasyfikacyjnego, co potwierdza rowniez

dendrogram HCA.

Widma surowicy spektroskopii Ramana - markery diagnostyczne

Obiecujace wyniki uzyskano poréwnujagc widma ramanowskie surowicy.
Podobnie jak w przypadku widm FT-IR obserwowano rdéznice w intensywnosci
usrednionych widm badanych grup, jednoczes$nie nie stwierdzajac istotnych przesunigé
dla usrednionych widm grup, ktére miescity si¢ w zakresie 1 cm™”. Najwyzsza
intensywno$¢ widma obserwowano dla pikéw przypisywanych dla drgan fenyloalaniny
przy 1004 cm™, drgan wahadtowych grup CH; i CH, biatek i lipidow (1449 cm™) i drgan
rozciagajacym grup C=0 amidu I i C-C lipidéw (1658 cm™), dla ktorego istotnie
statystycznie wyzszg warto$¢ intensywnosci obserwowano dla pacjentow zdrowych
w poroéwnaniu do pacjentow z bialaczka (p=0,001537) jak i1 pacjentdow zdrowych oraz
pacjentow z leukopenig (p=0,000589), matoptytkowoscia (p=0,002681) i pancytopenia
(p=0,005238). Pik ten przypisuje si¢ dla gtownej frakcji biatek osoczowych — albumin,
obok innych przy 828 cm™, 850 cm™, 950 cm™, 1002 cm™, 1350 cm™, 1450 cm™ i 1650
cm’ [164]. Czuto§¢ i specyficzno$é rozroznienia pacjentdw zdrowych od pacjentow
z maloptytkowos$cig oraz pancytopenia 100% (AUC=1), podczas gdy dla pacjentéw
z biataczka 78,95% 1 85,71% (AUC=0,82331). Dla pacjentéw z leukopenig wartosci te
byly nizsze niz w przypadku pacjentow z pancytopenig i matoptytkowosc¢ig 1 wynosity

85,71 % 192,86% (AUC=0,93878).

Inne statystycznie istotne roznice dla grupy pacjentow zdrowych i1 pacjentow
z biataczka opisano réwniez dla piku przypisywanego dla tyrozyny i tryptofanu (1618 cm”
' p=0,020316), dla tyrozyny i fenyloalaniny pikowi pojawiajacemu si¢ w widmie przy
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1606 cm” (p=0,032299), a takze dla pikéw charakterystycznych dla drgan
deformacyjnych grup CH biatek, drgan pierScieni aromatycznych guaniny i adeniny
i fenyloalaniny (1340-1339 cm™, p=0,025736) i powiazanego z deformacyjnymi struktury
amidu Ill-rzedowego biatek oraz guaniny piku przy 1319 cm™ przesunigcia Ramana
(p=0,014566). Dla wszystkich z tych pikow, ich intensywno$¢ byta istotnie wyzsza dla
grupy pacjentow zdrowych. W odréznieniu od wynikéw analiz FT-IR surowicy, dla
widm Ramana uzyskano mniej obiecujace parametry dla czutos$ci i specyficznosci
odrdéznienia pacjentdow zdrowych i pacjentow z bialaczka, ktore dla poszczegodlnych
pikow siegaty odpowiednio 68,42% i 78,57% (AUC=0,75564) dla piku przy 1618 cm™,
68,42% i 71,43% (AUC=0,72556) dla piku przy 1606 cm™, nastepnie 78,57% i 63,16%
(AUC=0,74436) dla piku przy 1340-1339 cm™ oraz 63,16% i 92,86% (AUC=0,75188)
dla piku przy 1319 cm’.

Jednoczesnie dla pikéw przy 1618 cm™, 1606 cm™, 1340-1339 cm™, 1319 cm™
i 1271-1270 cm™ istotne statystycznie roznice zaobserwowano dla pacjentéw zdrowych
1 pacjentow z leukopeniga (odpowiednio p=0,05087, p=0,003065, p=0,008792,
p=0,017523, 0,022274). Inne piki dla ktérych stwierdzono istotne statystycznie rdznice
w wartosci intensywnos$ci pomig¢dzy grupg pacjentéw zdrowych i pacjentéw z leukopenia
powiazane sa z drganiami wahadtowymi grup CH; i CH, lipidow i biatek (1449 cm™
p=0,001131) i drganiami pierScieni aromatycznych fenyloalaniny (1004 cm™,
p=0,039295), a takze tyrozyny i tryptofanu oraz drganiami skrecajagcymi grup CH;
metioniny (1209 cm™, p=0,0017523). Osiagnicte wartosci czulosci i specyficznosci
miescily si¢ w przedziale 71,43-100% i 85,71-100% (AUC=0,84184-1).

Dla pacjentéw zdrowych i pacjentdw z anemig istotng statystycznie réznice dla
warto$ci intensywnosci uzyskano tylko dla omawianego powyzej piku przy 1209 cm™,
przy czym czuto$¢ 1 specyficznos¢ w tym przypadku wynosita odpowiednio 100%
1 93,33% (AUC=0,9333). Rownie obiecujagce wyniki uzyskano gdy poréwnano wartosci
intensywnosci dla pikéw przy 958 cm™, 944 cm™ i 900 cm™ pomiedzy grupa pacjentow
z biataczka 1 pacjentéw z pancytopenia, dla ktorych to czutos¢ miescita si¢ w przedziale
79,07-100%, a specyficznos¢ w przedziale 78,57-100%. Piki te przypisywane sa
odpowiednio drgan grup CHj3 (biatka), drgan rozciagajacych grup C-C (lipidy) oraz drgan
pierscieni aromatycznych tryptofanu, tyrozyny, drgan rozciagajacych grup C-C glutationu
1 drgan deformacyjnych pierScieni aromatycznych DNA. Nie stwierdzono innych

statystycznie istotnych roznic pomig¢dzy pacjentami z zaburzeniami hematologicznymi,
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a pacjentami z biataczka, jednakze poréwnanie intensywnosci pikow przy 1658 cm™
i 1449 cm™ pozwolito na odréznienie pacjentéw z biataczka i pancytopenia z czuloci
1 specyficzno$ci odpowiednio 68,89% 1 75% (AUC=0,7556) oraz 80% i 90%
(AUC=0,88333). Pozwala to zatozy¢, iz ocena intensywnosci dla wymienionych 5 pikow
moze potencjalnie zosta¢ wykorzystana do wskazania ALL jako przyczyny pancytopenii

w krwi obwodowe;.

Uzyskane wyniki znajdujg potwierdzenie w analizie PCA 1 HCA. Analizujac
wykresy wzgledem PC1 wyjasniajacej 42,44% wariancji danych wyjsciowych, nie
uwidoczniono klastrowania si¢ wynikow dla pacjentow z biataczka, ale zaobserwowano
tendencj¢ do klastrowania si¢ wzgledem dodatnich wartosci PC1 wynikéw pacjentow
z pancytopenig, ktore zwigzane byly z pikami charakterystycznymi dla drgan
rozciagajacych C=0 amidu I i drgan rozciagajacych C=C lipidow (1658 cm™), tyrozyny
i fenyloalaniny (1604 cm™), drgan wahadtowych grup CH; i CH, lipidow oraz biatek
(1449 cm™), drgan deformacyjnych grup CH biatek, zasad azotowych DNA i RNA oraz
fenyloalaniny (1336 cm™ i 1320 cm™) oraz glicerolu i cholesterolu (606 cm™) [97,165-
166]. Z kolei wyniki pacjentow zdrowych w wigkszos$ci zlokalizowane byly w obszarze
wykresu odpowiadajacemu wartosciom dodatnim PC1, dla ktérego obcigzenia powigzane
byly z zakresem ok. 1050-850 cm’, dla ktérego obserwuje sic piki przypisywane
zarowno dla aminokwaséw, zasad azotowych, biatek 1 lipidow, a takze z pikiem
charakterystycznym dla tryptofanu (758 cm™) [96,97,105,165-166]. Analiza wykresu
wzgledem PC2 (21,29% wariancji) nie wnosi znaczacych informacji i najprowadopodniej
komponent ten wyodrebnia zakresy widma w ktoérych wystepowaty nieznaczne roéznice
zwigzane ze zmienno$cig miedzyosobniczg, badz ktore moga by¢ wynikiem
wystepowania szumow. Gdy w analizie uwzgledniono komponent 3 (10,77% wariancji)
zaobserwowano tendencje do  klastrowania si¢ wynikow dla  pacjentow
z anemig w obrebie wykresu odpowiadajacemu ujemnym wartosciom PC3, thumaczonym
przez dodatnie obcigzenia, dla ktorych charakterystyczny byt pik opisywany dla tyrozyny
i fenyloalaniny (1604 cm™) [96,100]. Otrzymane wyniki nie pozwolily na stworzenie na

ich podstawie modelu klasyfikacyjnego dla ALL.

Sprzeczne do moich wyniki uzyskali Gonzales-Solis 1 wspot. ktorzy
wykorzystujac RS 1 PCA rozroznili pacjentow zdrowych oraz pacjentow z biataczka
analizujagc widmo surowicy z czutoscig 1 specyficzno$cig si¢gajaca 100%, obserwujac
wyraznie mniejszg intensywnos$¢ widma surowicy pacjentoOw z biataczka dla pikow przy
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1654 cm™, 1603 cm™ i 1338 cm™', a takze dla innych pikéw, dla ktorych w niniejszym
badaniu nie stwierdzano istotnych statystycznie rdznic m.in. przy 1447 cm™ (drgania
wahadtowe grup CH;3, CH,, bialka, lipidy), 1523 cm™ (drgania rozciagajace C=C i C-N,
beta-karoten), 1587 cm™ (tyrozyna, biatka). Nalezy zauwazy¢, iz dysponowali oni
materiatem uzyskanym od pacjentdw z trzema ré6znymi typami biataczki — AML, ALL
1 CLL, dla ktérych rozréznienia uzyskali rowniez 100% czulo$¢ 1 specyficznose [99]. Da
Silva 1 wspol. wykorzystujac RS oraz PCA 1 analize dyskryminacyjng z uzyciem
czg¢$ciowych najmniejszych kwadratow (ang. partial least squares discriminant analysis,
PLS-DA) wykazali mniejsza intensywno$é dla piku przy 1666 cm™, 1659 cm™, 1344 cm’
! a dodatkowo obciazenia uzyskane dla analiz PCA potwierdzily istotno$é¢ pikow tj. 1609
cm™ i 1007-1004 cm™ w réznicowaniu pacjentow zdrowych i pacjentow z biataczka [96].
W innych badaniach, Lima i wspol. za pomocg PCA i PLS-DA stworzyli model, ktory
pozwalata na roznicowanie pacjentow zdrowych i1 pacjentéw z biataczka z doktadnoscia
66%, czutoscia 99% 1 specyficznoscig 57%, a takze pacjentow z biataczkg (AML 1 ALL)
od pacjentdow z innymi nowotworami wieku dziecigcego z dokladnos$cia, czulo$ciag
1 specyficzno$cia wynoszaca odpowiednio 67%, 72% 1 60% [95]. Istotne rdznice
stwierdzili oni dla pikéw przy 1004 cm™, 1002 cm™ i 1443 cm™, ale takze dla pikow przy
622 cm™ i 645 cm” powiazanych odpowiednio z drganiami skrecajacymi grup C-C
fenyloalaniny i drganiami skrecajacymi lub skrecajacymi tyrozyny, dla ktorych w mojej
pracy nie odnotowano znaczacych roznic. Istotne roznice dla piku przy 1655 cm™
zauwazyli takze Bai. 1 wspot., ktorzy analizowali osocze pacjentéw zdrowych, pacjentow
z CLL 1 chloniakiem z duzych rozlanych limfocytow B (DLBCL), dla ktorego
w pordwnaniu do grupy kontrolnej obserwowano zwigkszong intensywnos¢ w przypadku

DLBCL, a zmniejszong dla CLL [101].

Widma surowicy spektroskopii Ramana - markery prognostyczne

Usrednione widma dla grup pacjentéw z grupy wysokiego ryzyka i pacjentow
spoza wysokiego ryzyka wykazywaly podobng intensywnos$¢ w niemal pelnym zakresie,
z wyjatkiem 1450-1250 cm™ przesunigcia Ramana, dla ktérego intensywno$é byla
wyzsza dla usrednionego widma grupy HR. Dla Zzadnego z analizowanych pikéw nie

stwierdzono jednak réznicy w intensywnosci pomiedzy tymi dwoma grupami pacjentow,
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a takze nie stwierdzono istotnych przesuni¢e¢ w potozeniu pikdw, na podstawie czego
mozna by stworzy¢ model klasyfikacyjny. Wyniki te sg zbiezne z tymi uzyskanymi
w analizach HCA 1 PCA, w ktorej to analizujac wykresy wzgledem trzech komponentéw
wyjasniajacych odpowiednio 51,35% (PC1), 15,67 % (PC2) i 15,16 % (PC3) wariancji
wyjsciowych danych spektralnych, zauwazalne jest rozmieszczenie wynikow dla grupy
wysokiego wsrod wynikow pacjentéw spoza tej grupy. Rozproszenie wynikow dla grupy
HR nie powigzano takze z wykazywaniem czynnikdw wczesnego wysokiego ryzyka
1 poziomem MRD. Jako, Ze nie dysponowano probkami lizatu komorkowego dla
pacjentOw ze wznowg oraz pacjenta, u ktorego odnotowano zgon, nie bylo mozliwe

przeprowadzenie analiz wzgledem wymienionych danych klinicznych.

Widma lizatu komdérkowego szpiku kostnego spektroskopii Ramana - markery

diagnostyczne

Analizujgc widma ramanowskie szpiku, podobnie jak dla surowicy, intensywnos$¢
pikéw pordéwnano rowniez bez uwzglednienia rodzaju zaburzenia hematologicznego. Gdy
poréwnano intensywno$¢ pikow pomiedzy grupa pacjentéw z zaburzeniami
hematologicznymi i pacjentami z ALL istotng statystycznie réznice stwierdzono dla piku
charakterystycznego dla drgan rozciagajacch C=0 amidu I-rzedowego biatek (1657 cm™,
p=0,009841), a takze dla piku powigzanego z amidem Ill-rzegdowym bialek
(1248-1247 cm™', p=0,033208) oraz dla piku przypisywanemu dla fenyloalaniny
(1003-1002 cm™, p=0,033883). Czuloé¢ i specyficzno$é wyznaczone dla tych pikéw nie
byly obiecujgce 1 wynosily odpowiednio: 76,92% 1 62,5% (AUC=0,70252),
52,38% 1 59,38% (AUC=0,47024) oraz 60% i 78,13% (AUC=0,66198). Gdy
uwzgledniono rodzaj zaburzenia, tylko dla piku 1236 cm™ (amid III, biatka)
obserwowano istotng statystycznie réznice w intensywnosci widma dla grupy pacjentow
z biataczka oraz pacjentow pancytopenia (p=0,015237, czutos¢ 90%, specyficznos¢ 80%,
AUC=0,88). Zbiezne wyniki uzyskano przeprowadzajac analize¢ PCA 1 HCA, w ktorych
to nie obserwuje si¢ klastrowania wynikow dla pacjentow z biataczka. Wyniki te

rozproszone s3 ws$rod wynikow dla pacjentow z zaburzeniami hematologicznymi,
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a jedynie wyniki dla pacjentow z pancytopenig grupowaly si¢ wzgledem PCI
wyjasniajacej 52,59% wariancji wyjsciowych danych, w zakresie jej dodatnich wartosci,
tltumaczone przez ujemne wyniki obcigzen, dla ktérych przypisywane sa piki
charakterystyczne dla drgan rozciagajacych grup C-C tyrozyny i grup C=C tryptofanu
(1620 cm™), drgan rozciagajacych grup C-N i zginajacych NH amidu II (1561 cm™) oraz
pik powiazany z fenyloalaning (1004 cm™).

Sprzeczne do opisanych wyzej wyniki uzyskali Manago 1 wspot., ktorzy
poréwnujac widma komorek linii komoérkowej MN60 z komorkami prawidtowych
limfocytow B, stwierdzili zwigkszong intensywno$¢ dla komorek bialaczkowych dla
pikéw powiazanych z biatkami i lipidami, w tym piku 1660 cm™, 1310 cm™, 1337 cm™
i 1607-1617 cm™ oraz pikow w zakresie 1485 — 1420 cm™”. W innej pracy Manago
1 wspot., w ktorej analizowali trzy linie komorkowe B-ALL (RS4;11, REH i MN60)
uzyskali podobne rezultaty obserwujac obnizong intensywnos$¢ pikow przypisywanych
dla amidu I (1310 cm™), amidu I (1650 cm™), drgan grup C-H i C-C w zakresie 1485-
1420 cm™ 1 1617-1607 cm™ [167-168].

W swoim badaniach Chan i1 wspél. [169] skutecznie rozrdznili prawidlowe
1 biataczkowe komorki, przy czym analizie poddano wyizolowane komorki. Podobnie jak
w przypadku analiz FT-IR lizatu szpiku kostnego, jako jedna z prawdopodobnych
przyczyny nieskuteczno$¢ analizy RS w moim badaniu nalezy rozwazy¢ wplyw
hemoglobiny uwolnionej z prekursorow erytrocytow Najwigksza intensywnos¢ piku
obserwuje sic w widmie hemoglobiy przy 1380-1370 cm™ przesuniecia Ramana.
W moim badaniu zaobserwowano pik przy 1371 cm™ w widmie lizatu komorkowego,
ktéry nie pojawiatl si¢ w widmie surowicy, a ktory moze pochodzi¢ od wolnej
hemoglobiny [170]. Istnieja doniesienia, ktore bezposrednio traktujg o wptywie wolnej
hemoglobiny jako istotnego czynnika utrudnianajacego interpretacje widm RS poprzez

maskowanie istotnych zmian spektralnych [171-172].

156



Widma lizatu komdérkowego szpiku kostnego spektroskopii Ramana - markery

prognostyczne

Usrednione widmo RS lizatu komoérkowego szpiku kostnego pacjentow z grupy
wysokiego wykazywalo nizsza intensywno$é¢ w zakresie 1630-1520 cm™, jak rowniez
960-750 cm™ i 630-600 cm™ w poréwnaniu do usrednionego widma pacjentdw spoza
grupy wysokiego ryzyka. Nie wykazano jednak istotnosci statystycznej dla
zaobserwowanych rozni¢, a takze istotnych przesunie¢ w potozeniu pikow. Wyniki te
znajduja potwierdzenie na wykresach PCA i dendrogramach HCA, dla ktorych obserwuje
si¢ rozmieszczenie wynikéw dla pacjentow z grupy wysokiego ryzyka wsrod wynikow

pacjentoOw z grupy spoza wysokiego ryzyka.

Ograniczenia

Poszukiwanie nowych markeréw diagnostycznych 1 prognostycznych jest
niezwykle wazne dla uzyskania dalszej poprawy wynikow leczenia dzieci z ALL. Duza
zmienno$¢ biologiczna 1 genetyczna ALL utrudnia wskazanie uniwersalnych
1 jednoznacznych markerow Przedstawione badanie posiada pewne ograniczenia. Nalezg

do nich m.in.:

- mata liczebno$¢ grupy badanej, co wynika z epidemiologii ALL i ogolnie, chorob

nowotworowych u dzieci, ktore zaliczaja si¢ do chordb rzadkich i ultrarzadkich

- wynikajgca takze z epidemiologii mala liczebno§¢ grupy HR oraz mata liczba
niepowodzen leczenia (nawroty, zgony), ktéra wynika ze skuteczno$ci prowadzonego
leczenia, takze utrudnia analize statystyczng widm spektralnych jako potencjalnych

markeroOw prognostycznych

- brak mozliwosci uzyskania ze wzgledow etycznych probek szpiku kostnego od
zdrowych dzieci powoduje, ze uzyskane wyniki muszg zosta¢ przede wszystkim

odniesione do innych zaburzen hematologicznych
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- duza heteregennos$¢ profilu genetycznego w badanej grupie nie pozwolita na analize

jego wplywu na budowe fizykochemiczng badanych komoérek

Powyzsze ograniczenia sg przyczyna, ze liczba badan nad wykorzystaniem
spektroskopii wibracyjnej do diagnozowania, monitorowania i prognozowania przebiegu
choroby u dzieci z ALL jest bardzo mata, a badane grupy pacjentow sa takze mate
1 heterogenne. Dlatego niniejsze badanie na 48 dzieciach z ALL jest najwigkszym
1 najbardziej kompleksowym badaniem oceniajacym mozliwo$¢ zastosowania
spektroskopii wibracyjnej w tym nowotworze. Uzyskane wyniki s3 obiecujace
1 uzasadniaja dalsze badania w tym kierunku. Na uwage szczegélnie zasluguje
potencjalna mozliwos¢ wykorzystania roznic w sktadzie biochemicznym oraz budowie
fizykochemicznej dzieci zdrowych i1 dzieci z r6znymi chorobami hematologicznymi do
opracowania szybkich i tanich testow przesiewych. Ponadto uzyskane réznice w sktadzie
fizykochemicznym prawidtowych komorek szpiku kostnego i blastow biataczkowych
poszerzaja wiedzg o zmianach molekularnych, jakie zachodza w wyniku transformacji
nowotworowej oraz progresji ALL, a takze pokazuja kierunki dalszych badan nad
lepszym zrozumieniem patogenezy 1 biologii tego nowotworu. W przypadku
potwierdzenia w dalszych badaniach zdolnosci dyskryminacyjnej spektroskopii Ramana
w identyfikacji pacjentow z ALL, narzedzie to mogltoby wspiera¢ proces diagnostyczny
oparty na immunofenotypowaniu, a takze utatwia¢ na podstawie badania surowicy krwi

decyzje¢ o wykonaniu inwazyjnej procedury biopsji szpiku kostnego.
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VI.

Whioski

Spektroskopia w podczerwieni i spektroskopia Ramana wykazuja niski potencjat
dla identyfikacj 1 konkretnych zmian molekularnych zachodzacych w przebiegu
ALL u dzieci. Niemniej jednak analiza widma FTIR krwi obwodowej ujawnita
istotne roznice pomigdzy grupa kontrolng (HC) a pacjentami z zaburzeniami
hematologicznymi (HEMC) i ALL (LEUK-PD) dla nast¢pujach pasm przy
1398-1396 cm”, 1309-1306 cm”, 1239-1238 cm’, 1170-1168 cm’
i 1103-1102 cm™, ktorym odpowiadaja m.in. drgania rozciagajace grup C=0
(biatka, kwasy thuszczowe) 1 grup PO, kwaséw nukleinowowych, fosfolipidow
i biatek fosforylowanych oraz drgania rozciggajace grup C-N 1 zginajace
w plaszczyznie NH amidu III (biatka). Swiadczy to o mozliwym wplywie
schorzen zwigzanych ze zmiang skladu komorkowego krwi, niezaleznie od
przyczyny, na sktad fizykochemiczny osocza.

Struktura drugorzgdowa bialek nie roznita si¢ istotnie w grupe kontrolnej oraz
w grupach HEMC i1 LEUK-PD. Jedynie udziat struktury nieuporzadkowanej dla
grup LEUK-PD i HEMC-E z minimum przy pozycji 1646-1644 cm™ wykazat
istotng réznice (AUC=0,89935, cut-off: 19,40%, sens.= 85,71%, spec.=90,90%,
p=0,030408), a dla struktury alfa-helisy z minimum przy 1661-1660 cm™ dla
roznicowania grup HEMC-W i1 LEUK-PD metryki te przyjmuja warto$¢ (cut-off
11,663% AUC=0,77273, sens.= 75%, spec.= 85,71%) ale udzial nie r6znit si¢ w
sposob istotny. Obydwa parametry moga zostaé potencjalnie wykorzystane dla
modeli diagnostycznych identyfikujacych ALL jako przyczyn¢ anemii lub

pancytopenii krwi obwodowe;.

. Analiza biatek surowicy dzieci z ALL w spektroskopii FTIR wykazala istotng

roznice w udziale struktury beta-kartki z minumum w zakresie 1630 cm™
pomiedzy grupami HR oraz non-HR ALL. U wszystkich pacjentow z grupy HR
(9/9) udziat tej struktury wynosit < 31,9 %, podczas gdy w grupie non-HRG tylko
u 9 sposrod 39. Metryki potencjalnego testu diagnostycznego réznicujagcego HR
vs non-HR w oparciu o ten parametr to: AUC = 0,85397, sens.=100%, spec. =
65,71%. Poza tym nie zaobserwowano istotnych réznic w widmach FTIR
1 Ramana krwi obwodowej oraz szpiku kostnego u pacjentow z ALL wysokiego

ryzyka vs ALL ryzyka standardowego i posredniego.

159



4. Dla 5 zakresow widma spektroskopii Ramana dla surowicy krwi obwodowe;j
(1658 cm'l, 1449 cm'l, 958 cm'l, 944 cm™ i 900 cm'l) oraz w 1 zakresie widma
lizatu komorek szpiku kostnego (1236 cm™) zaobserwowano réznice
w intensywnosci pikow pomiedzy grupg dzieci z pancytopenig w przebiegu ALL
oraz pancytopenig z innych przyczyn (AUC=0,7556-0,9444, sens.=68,89-86,67%,
spec.=75-100%). W przypadku potwierdzenia wystepowania powyzszych rdéznic
w badaniach na wigkszych grupach pacjentéw, moglyby one zosta¢ podstawa dla
opracowania testow diagnostycznyc opartych na spektroskopii Ramana. Co
istotne, wigkszo$¢ z tych roznic dotyczy krwi obwodwej, co daje potencjalnie
mozliwos¢ szybkiej, przesiewowej diagnostyki pancytopenii u dzieci bez
konieczno$ci wykonywania badania inwazyjnego, jakim jest biopsja szpiku
kostnego. Istotnym ograniczeniem uzyskanych wynikéw sa male liczebnosci
poszczegbdlnych grup badanych schorzen, co wplyngto na niskg doktadnosé
klasyfikacji opartych na wielowymiarowych testach statystycznych (PCA, HCA).
Dlatego powyzsze wnioski powinny zosta¢ zweryfikowane w badaniach na

duzych grupach pacjentow.
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Streszczenie

Wstep: Najczesciej diagnozowanym nowotworem 1 typem biataczki wsrdd dzieci jest
ostra biataczka limfoblastyczna (ALL) odpowiadajaca za niemal jedng trzecig wszystkich
przypadkow nowotworow wsrdéd dzieci. Szczyt zachorowan w tej grupie pacjentow
obserwuje si¢ migdzy 1 i 4 rokiem zycia, przy czym nieznacznie czg¢sciej diagnozuje si¢
ALL wsrdd chlopcow. Osiagniecie wspdtezynnikdéw przezywalnosci siggajacych 90% to
efekt wieloosrodkowych badan i wypracowania schematéw terapeutycznych opartych
o ocen¢ czynnikdéw rokowniczych, szczegolnie kluczowych dla zwiekszenia efektywnosci
leczenia problematycznej postaci opornej i nawrotowej ALL jak i1 minimalizacji
odlegtych skutkéw ubocznych chemioterapii. Istotne dla osiggnigcia odpowiednich
efektow leczenia jest jak najszybsze rozpoznanie ALL 1 wdrozenie odpowiedniej formy
chemioterapii dostosowanej do profilu molekularnego zmienionych nowotworowo
komorek prekursoréow limfoidalnych. Zaréwno ocena cytologiczna szpiku kostnego,
badanie immunofenotypu i zmian genetycznych wymagaja duzego nakladu czasu,
srodkéw 1 doswiadczenia oséb wykonujacych badanie, a sama biopsja jako zabieg
inwazyjny, przeprowadzany w stanie gltebokiej sedacji lub znieczulenia ogolnego niesie
za sobg ryzyko powiktan. Techniki spektroskopii wibracyjnej — spektroskopia
w podczerwieni z transformatg Fouriera (FT-IR) i1 spektroskopia Ramana (RS) pozwalaja
na pozyskanie informacji o strukturze i kompozycji biochemicznej analizowanego
materiatu, ktérym moga by¢ zaréwno komorki, tkanki jak i1 ptyny biologiczne, badajac
oddziatywanie promieniowania elektromagnetycznego z budujgcymi je czastkami
1 atomami. Ich szybki i nieinwazyjny charakter sprawia, iz zyskuja coraz wigksza uwage
jako nowe potencjalne narzedzia w medycynie, ktore $ledzac zmiany zachodzacych
migdzy innymi w przebiegu choréb metabolicznych, neurodegeneracyjnych, jak rowniez
chorob nowotworowych, beda moglty zosta¢ wykorzystane do ich rozpoznawania jak

1 monitorowania skutecznosci terapii.

Cel pracy: Wykorzystano spektroskopie w podczerwieni z transformata Fouriera oraz
spektroskopi¢ Ramana dla analizy spektralnej surowicy krwi obwodowej 1 lizatu
komorkowego szpiku kostnego w celu sledzenia zmian molekularnych w przebiegu ALL
u dzieci, ktore potencjalnie moga zosta¢ wykorzystane w diagnostyce medycznej jako
markery diagnostyce i prognostyczne. Zbadano wystgpowanie réoznic w widmach FT-IR

i widmach Ramana surowicy i lizatu komoérkowego szpiku kostnego pomigdzy
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pacjentami  pediatrycznymi z ALL, pacjentami zdrowymi badz z zaburzeniami
hematologicznymi innymi niz choroba nowotworowa. Uzyskane dane spektralne
analizowano zestawiono takze z danymi klinicznymi ktérymi dysponowano dla
pacjentow z ALL powigzanymi z przynaleznosciag do danej grupy ryzyka, profilem
molekularnym 1 wynikiem minimalnej choroby resztkowej, a takze wystgpieniem

wznowy badz zgonu pacjenta.

Wyniki: Pod wzgledem wykazywania i potozenia pasm oraz pikéw nie zaobserwowano
istotnych roznic dla widm FT-IR i widm RS surowicy oraz lizatu komoérkowego szpiku
kostnego dla pacjentow z ALL i pacjentow z pozostatych grup, podobnie jak gdy
poréwnano widma pacjentow z grupy wysokiego ryzyka oraz pacjentow z grup ryzyka
standardowego 1 posredniego. Wykazano natomiast istotne statystycznie roznice
w warto$ci absorpcji dla pikdéw oryginalnych widm FT-IR, procentowego udziatu
poszczeg6lnych struktur drugorzedowych dokonujac integracji w zakresie amidu I drugie;j
pochodnej widma FT-IR oraz wartosci intensywnosci pikow widm RS, ale czutos¢
1 specyficzno$¢ odrdznienia pacjentow z ALL od pozostatych grup jak rowniez pacjentow
z grupy HR i non-HR w wigkszo$ci nie byla zadawalajaca, co potwierdzity analizy PCA
1 HCA.

Whioski: Spektroskopia FTIR 1 Ramana wykazaly ograniczong przydatno$é
w identyfikacji specyficznych zmian molekularnych w przebiegu ALL u dzieci, jednak
ujawnity istotne ro6znice migdzy grupg kontrolng a pacjentami z zaburzeniami
hematologicznymi, wlacznie z ALL Zaobserwowano m.in. réznice w udziale struktur
a-helisy 1 beta-kartki bialek, ktore moga postluzy¢ jako potencjalne markery
diagnostyczne, zwlaszcza w roznicowaniu ALL jako przyczyny anemii i pancytopenii
krwi obwodowej u dzieci oraz do wstepnej stratyfikacji do grupy ryzyka. Spektroskopia
Ramana umozliwita takze odroznienie pancytopenii w przebiegu ALL od innych
przyczyn na podstawie badania surowicy krwi, co sugeruje potencjalng mozliwo$¢
opracowania nieinwazyjnych testow przesiewowych. Wyniki wymagaja walidacji na

wiekszych grupach pacjentoéw z uwagi na ograniczong liczebnos¢ proby.
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Abstract

Introduction: The most frequently diagnosed cancer and type of leukemia in children is
acute lymphoblastic leukemia (ALL), which accounts for almost one third of all
childhood cancer cases. The peak incidence in this group of patients is observed between
the ages of 1 and 4, with boys being slightly more often diagnosed with ALL. Achieving
survival rates of up to 90% is the result of multicenter studies and developing therapeutic
regimens based on the assessment of prognostic factors, which are
especially meaningful for improving the effectiveness of treatment of the problematic
refractory and relapsed ALL, as well as minimizing long-term side effects of
chemotherapy. It is crucial to diagnose ALL at the earliest possible time and implement
an appropriate form of chemotherapy adapted to the molecular profile of neoplastic
lymphoid precursor cells to achieve adequate treatment outcome. Both cytological
evaluation of bone marrow, immunophenotype and genetic changes testing require a large
expenditure of time, resources and experience of the people performing the test, and the
biopsy itself, as an invasive procedure, performed under deep sedation or general
anesthesia, carries a risk of complications. Vibrational spectroscopy techniques — Fourier
transform infrared spectroscopy (FT-IR) and Raman spectroscopy (RS) allow for
obtaining information on the structure and biochemical composition of the analyzed
material, which may include cells, tissues and biological fluids, examining the interaction
of electromagnetic radiation with the particles and atoms which they are composed of. As
a rapid and non-invasive techniques they have been receiving increasing attention as new
potential tools in medicine, which, by tracking changes occurring in the course of
metabolic, neurodegenerative and neoplastic diseases, can be used to its diagnosis and to

monitor the effectiveness of therapy.

Aim of the study: Fourier transform infrared spectroscopy and Raman spectroscopy were
used for spectral analysis of peripheral blood serum and bone marrow cell lysate to
identify molecular changes in the course of ALL in chidlren, which could potentially be
used in medical diagnostics as diagnostic and prognostic markers. Investigated
diffreneces in FT-IR spectra and Raman spectra of serum and bone marrow cell lysate of
paediatric ALL patients and healthy patients or patients with haematological disorders
other than cancer. The obtained spectral data were also analyzed with regards to clinical

data available for patients with ALL associated with assessment of risk group, molecular
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profile and the result of minimal residual disease, as well as the occurrence of recurrence

or death of the patient.

Results: In terms of the presence and position of bands and peaks, no significant
differences were observed for FT-IR spectra and RS spectra of serum and bone marrow
cell lysate for patients with ALL and patients from other groups, similarly to the
comparison of spectra of patients from the high-risk group and patients from the standard
and intermediate risk groups. However, statistically significant differences were shown in
the absorption value for the peaks of the original FT-IR spectra, the percentage share of
individual secondary structures evaluated by integration in the amide I range of the
second derivative of the FT-IR spectrum and the peak intensity values of RS spectra, but
the sensitivity and specificity of distinguishing patients with ALL from other groups as
well as patients from the HR and non-HR groups were not satisfactory in most cases,

which was confirmed by PCA and HCA analyses.

Conclusions: FTIR and Raman spectroscopy have shown limited utility in identifying
specific molecular alterations in the course of ALL in children, but have revealed
significant differences between controls and patients with haematological disorders,
including ALL Among other things, differences were observed in the contribution of
structures o-helix and beta-sheet proteins, which may serve as potential diagnostic
markers, especially in differentiating ALL as a cause of peripheral blood anaemia or
pancytopenia in children and for initial stratification into risk groups. Raman
spectroscopy also made it possible to distinguish pancytopenia in ALL from other causes
on the basis of serum testing, suggesting the potential possibility of developing non-
invasive screening tests. The results need to be validated on larger patient groups due to

the limited sample size.
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Zalaczniki

Zatacznik nr 1: Uchwata nr 1/01/2020 Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie
Rzeszowskim z dnia 30/01/2020 r.

KOMISJA BIOETYCZNA UNIWERSYTETU RZESZOWSKIEGO
UNIWERSYTET RZESZOWSKI

Kolegium Nauk Medycznych

al. mjr. W. Kopisto 2a, 35-959 Rzeszow

UCHWALA Nr 1/01/2020
Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie Rzeszowskim
30/01/2020

Komisja Bioetyczna przy Uniwersytecie Rzeszowskim, dziatajac na podstawie art. 29
ust. 3 pkt 2 ustawy z dnia 5 grudnia 1996 roku o zawodzie lekarza (Dz. U. z dnia 26 marca
1997 roku, Nr 28, poz.152), zgodnie z rozporzadzeniem Ministra Zdrowia i Opieki
Spotecznej z dnia 11 maja 1999 roku (Dz. U. Nr 47 poz. 480 z 1999 roku) w sprawie
szczegblowych zasad powolywania i finansowania oraz trybu dziatania Komisji
Bioetycznych, po zapoznaniu si¢ z wnioskiem obejmujacym réwniez zgtoszenie badania oraz
po wyshichaniu dodatkowych informacji zlozonych przez wnioskodawce, w wyniku

przeprowadzonej dyskusji i glosowania,
postanawia

projekt badawezy: ,, Zastosowanie spektroskopii IR i spektroskopii Ramana w poszukiwaniu
potencjalnych markeréw diagnostycznych i prognostycznych w surowicy i szpiku kostnym

pacjentéw pediatrycznych z ostra biataczka limfoblastyczng (ALL).”
zaopiniowaé pozytywnie.

Uwagi: Uchwata jest wazna na okres objety planem badan.

Do wiadomosci:
Wnioskodawca

dr hab. n. med. Radostaw Chaber, prof. UR, mgr Anna Kowal, mgr inz Kornelia Lach, mgr
Sylwia Paszek, dr hab. Jozef Cybulski, prof. UR, dr hab. n. med. Izabela Zawlik, prof. U

Uniwersytet Rzeszowski
Przewodniczaca

omisji Bigetycznej i
dr hab. 5. med. Beata Sg-xorczyrisku, prof. UR

197



Zatacznik nr 2: Uchwata nr 2022/045/W Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie
Rzeszowskim z dnia 04/05/2022 r.

KOMISJA BIOETYCZNA UNIWERSYTETU RZESZOWSKIEGO
UNIWERSYTET RZESZOWSKI
Kolegium Nauk Medycznych
Al. mjr. Wactawa Kopisto 2a, 35-959 Rzeszow
email: komisjabioetyczna@ur.edu.pl
UCHWALA nr 2022/o45/W
Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Rzeszowskiego
z dnia o4/05/2022 roku
w sprawie wniosku dotyczacego
eksperymentu badawczego z wykorzystaniem ludzkiego materiatu biologicznego
,» Opracowanie widm referencyjnych i algorytmu analizy widm spektroskopowych celem implementacji w
diagnostyce medycznej”
ztozonego przez mgr Anete Kowal

§a

Komisja Bioetyczna Uniwersytetu Rzeszowskiego, dziatajac na podstawie art. 2g ustawy z dnia 5 grudnia 1997
roku o zawodach lekarza i lekarza dentysty (Dz. U. 2021, poz. 790) | Rozporzgdzenia Ministra Zdrowia i Opieki
Spotecznej z dnia 11 maja 1999 roku w sprawie szczegdétowych zasad powotywania i finansowania oraz trybu
dziatania Komisji Bioetycznych (Dz. U. 1999 r. Nr 47 poz. 480) w zwigzku z art. 27 pkt 10* ustawy z dnia 16 lipca
2020r. 0 Zmianie ustawy o zawodach lekarza i lekarza dentysty oraz niektorych innych ustaw (Dz.U. 2021
poz.790) oraz zgodnie z zasadami GCP (Good Clinical Practice), po zapoznaniu si¢ z wnioskiem i dokumentacja
eksperymentu badawczego z wykorzystaniem ludzkiego materiatu biologicznego, w wyniku dyskusji i
gtosowania przeprowadzonych dn. 04.05.2022roku w formie kontaktu bezposredniego liczba 10 gloséw
akceptujacych sposréd 10 oddanych gtoséw

postanawia

eksperyment badawczy z wykorzystaniem ludzkiego materiatu biologicznego
Opracowanie widm referencyjnych i algorytmu analizy widm spektroskopowych celem implementacji w
diagnostyce medycznef”

oraz dokumentacje badania, w tym:

opis projektu planowanego badania,

informacja przeznaczona dla oséb objetych badaniem,

wzor formularza swiadomiej zgody na udziat w badaniu,

klauzula informacyjna o przetwarzaniu danych osobowych,

wzor kwestionariusza wykorzystanego w badaniu,

oswiadczenie o nienaruszeniu praw autorskich wykorzystywanych kwestionariuszy,
zgody dyrektoréw osrodkéw i JM Rektora UR na przeprowadzenie badania,

CV wszystkich cztonkéw zespotu badawczego,

zaopiniowac pozytywnie pod warunkiem,

ze do rozpoczecia eksperymentu niezbednym jest zawarcie ,przez podmiot przeprowadzajacy eksperyment
medyczny umowy ubezpieczenia odpowiedzialnosci cywilnej na rzecz jego uczestnika oraz osoby, ktdrej
skutki eksperymentu moga bezposrednio dotknac”, zgodnie z art.23¢ ust.1 Ustawy o zawodach lekarza i lekarza
dentysty (Dz. U. 2021 poz. 790)

§2

Uchwata wchodzi w Zycie z dniem jej podjecia z moca obowigzujgca od dnia powstania obowigzkowego
ubezpieczenia odpowiedzialnosci cywilnej, o ktdrej mowa w niniejszej Uchwale i ktorej szczegdtowy zakres
okresla Rozporzadzenie Ministra Finanséw, Funduszy i Polityki Regionalnej w sprawie obowigzkowego
ubezpieczenia odpowiedzialnosci cywilnej podmiotu przeprowadzajgcego eksperyment medyczny (Dz. U. 2020
poz. 2412).

! ma zastosowanie do czasu wydania przez ministra wlasciwego do spraw zdrowia rozporzadzenia regulujacego
szezegdlowy tryb powolywania oraz sposdb dziatania komisji bioetycznej oraz Odwolawczej Komisji
Bioetycznej

Stronal

PKBUR-v.001.2021-zatqcznik nro11
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Komisja Bioetyczna UR zobowigzuje Wnioskodawce do niezwtocznego dostarczenia kopii zawartej umowy
obowigzkowego ubezpieczenia OC.
W zatgczeniu lista cztonkow Komisji Bioetycznej UR uczestniczgcych w gtosowaniu,

Przewodniczaca
Komisji Biogtycznej Uniwersytetu Rzeszowskiego

szt

hab. med. Beata Sas-Korczyriska, prof. UR

Do wiadomosci:
Whnioskodawca: mgr Aneta Kowal

PKBUR-v.001.2021-zalgcznik nr o11

Stronaz
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