ACADEMIA ROMANA
Institutul de Chimie Macromoleculara
“Petru Poni”

Tehnici RMN 1n studiul biofluidelor

REZUMATUL TEZEI DE DOCTORAT

Conducator stiintific,
Acad. Bogdan C. Simionescu

Doctorand,
Ing. Alina Elena Nicolescu

Iasi
— 2016 -



Domnului/Doamnei

Academia Romina

Institutul de Chimie Macromoleculari ,,Petru Poni” Iasi

------------------------

Va facem cunoscut ca in ziua de 25 aprilie 2016, ora 12:00, in biblioteca Institutului
de Chimie Macromoleculara ,,Petru Poni” din Iasi va avea loc sustinerea publici a tezei de
doctorat “Tehnici RMN in studiul biofluidelor”, autor inginer chimist Alina Elena
Nicolescu, in vederea conferirii titlului stiintific de doctor.

Comisia de doctorat are urmétoarea componenta:

PRESEDINTE

CONDUCATOR
STIINTIFIC

REFERENTI

Dr. Anton Airinei, Director al Institutului de Chimie
Macromoleculara ,,Petru Poni” din lagi

Acad. Bogdan C. Simionescu, Institutul de Chimie
Macromoleculari ,,Petru Poni” din Iasi

Prof. Sorin Rogca, Universitatea ,Politehnica” din Bucuresti,
Facultatea de Chimie Aplicata si Stiinta Materialelor

Dr. Emilian Georgescu, Cercetitor Stiintific gradul I, Centrul de
Cercetdri Oltchim din RAmnicu Valcea

Dr. Cilin Deleanu, Cercetator Stiintific gradul I, Centrul de Chimie
Organica ,,C. D. Nenitescu” din Bucuresti

In conformitate cu Regulamentul privind organizarea si desfisurarea doctoratului pentru
acordarea titlurilor stiintifice in Academia Roména, vi trimitem rezumatul tezei de doctorat
cu rugidmintea de a ne comunica in scris aprecierile §i observatiile dumneavoastra.

Cu aceasti ocazie va invitdm si participati la sustinerea publica a tezei de doctorat.

Director,




CUPRINS

CUVINEE GBI ottt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

INEEOTUCEIE ... oot e e e e e e e e e e e e e e e e s

Partea 1. Studiu de literatura.

Capitolul 1. Tehnici si aplicatii biomedicale ale spectroscopiei RMN .................... ...

Partea 2. Rezultate originale.

Capitolul 2. Markeri RMN urinari in studiul si diagnosticul bolilor metabolice rare ..........

Capitolul 3. Aplicatii ale spectroscopiei RMN 1in studiul diabetului ............................

Capitolul 4. Contributii ale spectroscopiei RMN 1n analiza lichidului

cefalorahidian si a lichidului amniotic ...

Capitolul 5. Tehnici de atribuire a semnalelor si factori care
influenteaza amprenta spectralda RMN a biofluidelor ...................ooone i,

Capitolul 6. Aplicatii ale spectroscopiei >N RMN 1in caracterizarea

structurala a metabolitilor si compusilor biologic activi ...............ceeenee.
Capitolul 7. Partea experimentala .......... .ot iinie i e e

Capitolul 8. ConcCluzii geNerale ... e e e e e

Capitolul 9. Diseminarea rezultatelor ..........cccoovviiii i
Capitolul 10. Bibliografie SelectiVa ...........oieiiiiiiee et e e e e
CUVINTE CHEIE

- Spectroscopie RMN
- Metaboliti

- Markeri

- Boli metabolice rare
- Diabet

- Urina

- Lichid cefalorahidian
- Lichid amniotic

- Aminoacizi

- Acizi organici

- Amine

- Aminoxizi

- Pirolobenzimidazoli
- Pirolochinoxaline



“Why just NMR? — Because there is hardly
another technique that is so informative for
so many different types of applications, and
because there is no other technique that
provides so much fun”,

Prof. Richard R. Ernst,
ETH Zurich, Nobel Laureate 1991.

Introducere

Scopul principal al tezei de doctorat este dezvoltarea unor metode de diagnostic
medical bazate pe spectroscopie RMN, pentru patologii in care diagnosticul clasic este foarte

greu de obtinut sau pentru care metodele clasice furnizeaza informatii limitate.

Obiectivele specifice sunt urmatoarele:

- Furnizarea diagnosticului medical de utilitate imediata pentru medicul curant
in diverse cazuri de boli metabolice rare.

- Obtinerea de informatii relevante pentru infelegerea mecanismului diabetului
si identificarea unor markeri utili pentru diagnosticul precoce al acestei patologii.

- Explorarea potentialului spectroscopiei RMN in studiul unor biofluide mai
greu accesibile (lichid cefalorahidian si lichid amniotic).

- Avansarea cunoasterii in domeniul aplicatiilor biomedicale ale spectroscopiei
RMN si publicarea rezultatelor in reviste de specialitate.

- Realizarea unui baze de date privind parametrii spectrali RMN ai
principalilor metaboliti si studiul influentei conditiilor experimentale asupra profilului spectral
al fluidelor biologice.

- Explorarea potentialului spectroscopiei >N RMN in studiul unor metaboliti si

compusi biologic activi.



PARTEA 1

CAPITOLUL 1. STUDIU DE LITERATURA

Teza cuprinde o trecere in revista a principalelor tipuri de secvente de pulsuri folosite
in spectroscopia RMN atat din perspectiva istorica, cat si al utilitatii si informatiilor generate
de spectrele uni- si bidimensionale corespunzatoare . De asemenea se discutd cei mai
importanti parametrii din cadrul secventelor de pulsuri (pulsuri de radiofrecventa, decuplari,
perioade de relaxare, timpi de achizitie) si influenta acestora asupra evolutiei magnetizarii
probei.

Un alt subcapitol al studiului de literatura prezinta o descriere a principalelor biofluide
din organism. Se discutd compozitia, functiile acestora, metode de pastrare si stabilitatea
probelor si se trec in revista studiile RMN anterioare privind potentialul aplicatiilor

biomedicale al spectroscopiei RMN.



PARTEA 2
CAPITOLUL 2. MARKERI RMN URINARI iN STUDIUL SI DIAGNOSTICUL
BOLILOR METABOLICE RARE

Tn acest capitol sunt prezentate rezultatele unor studii privind diagnosticarea prin
spectroscopie RMN a bolilor rare metabolice, cunoscute sub denumirea generala de erori
innascute de metabolism (Inborn Errors of Metabolism — [EM). Rezultatele au fost obtinute in
urma analizei unor probe de urind provenite de la copii diagnosticati cu diverse erori
innascute de metabolism.

Scopul urmdrit a fost stabilirea diagnosticului si evaluarea potentialului tehnicilor RMN
in studierea profilului metabolic indus de aceste boli. Acest lucru a fost realizat prin
parcurgerea urmatoarelor directii de studiu:

1. Identificarea unor markeri metabolici urinari pentru o serie de boli metabolice rare.

2. Diagnosticarea unor cazuri de boli metabolice rare.

3. Monitorizarea evolutiei unor cazuri de aciduri organice, sub influenta tratamentului
specific, prin cuantificarea markerilor selectati.

Avantajul major al spectroscopiei RMN este obtinerea ,,amprentei metabolice globale” a
probei, spre deosebire de metodele clasice de analiza, care folosesc kituri sau tehnici speciale,
destinate unui numar restrans de metaboliti (preselectarea markerilor). Aceasta caracteristica
devine importanta in studiul erorilor innascute de metabolism deoarece ofera acces la o plaja
foarte mare de metaboliti, care ulterior pot fi asociati cu diverse defecte metabolice. Prin
metodele clasice, dacd nu este preselectat markerul specific erorii inndscute de metabolism,
rezultatul este negativ si nu apar suspiciuni in acest sens. Folosind tehnicile RMN, deoarece
nu este necesara preselectarea unor markeri, chiar daca proba nu contine markerii suspectati
pentru o anumita eroare metabolica, in cazul unei alte boli metabolice, profilul spectral apare
schimbat. In acest fel, desi rezultatul este Tn mod corect negativ pentru markerul suspectat,
rezultatul global nu este fals negativ in raport cu starea de sanatate.

Concluzii
1. Au fost diagnosticate 18 cazuri de pacienti cu boli metabolice rare prin
spectroscopie RMN. Spectroscopia RMN a fost primul diagnostic Tn 3 cazuri, iar diagnosticul
furnizat prin spectroscopie RMN a fost confirmat ulterior prin teste clasice Tn strainatate la
toate cazurile studiate.
2. Am aratat ca 1n unele cazuri, daca este aplicat un tratament intuitiv pentru boli

metabolice (bazat doar pe suspiciune, fard diagnostic cert), acest lucru poate masca markerii
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specifici principali, ducand ulterior la diagnostice fals negative. Un astfel de caz a fost
prezentat pentru galactozemie, cand pacientul nu a putut fi diagnosticat prin testele clasice,
dar spectroscopia RMN a permis diagnosticarea corectd. Un alt caz in care lipsea markerul
principal, a permis monitorizarea corecta prin RMN pe baza unui marker secundar.

3. Spectroscopia RMN a permis o monitorizare unicd in Romania a cazurilor de boli
metabolice rare studiate. Monitorizarea constantd prin spectroscopie RMN a cazurilor de boli
metabolice rare a evidentiat familiile care nu respecta si pe cele care respecta tratamentele si
dietele specifice prescrise de medic. Nerespectarea cu strictete a tratamentelor si dietelor
specifice bolilor metabolice rare produce efecte cumulative ireversibile, extrem de grave,
culminénd cu decesul pacientului.

4. Majoritatea cazurilor suspecte care au ajuns in laboratorul RMN au provenit de la
copii cu varste Intre 1 si 3 ani.

5. Pentru unul dintre cazurile monitorizate a fost acordat sprijin si la respectarea
tratamentului prescris prin verificarea calitatii laptelui administrat pacientului.

6. Rezultatele obtinute pand in prezent au fost prezentate partial la manifestari

stiintifice sub forma unei conferinte, a 4 comunicari orale si 8 postere.

CAPITOLUL 3. APLICATII ALE SPECTROSCOPIEI RMN
TN STUDIUL DIABETULUI

Diabetul este o boald metabolicd cronicd caracterizatd prin cresterea concentratie de
glucoza in sange. Exista doua tipuri de diabet — diabet tip I (intdlnit preponderent la copii si
adolescenti, acesta necesita administrare de insulind) si diabet tip II (intalnit la adultii peste 30
de ani, acesta se caracterizeaza prin rezistentd la insulind si hiperglicemie). Conform
Organizatiei Mondiale a Sanatatii (OMS/WHO), in anul 2014, incidenta diabetului era de 9%
din populatia globald adultd (cu varsta mai mare de 18 ani). Potrivit aceleasi surse, pana in
2030, diabetul va deveni a 7-a cauza de deces la nivel global.

Metodele standardizate de monitorizare a persoanelor care suferda de diabet se bazeaza pe
determinarea concentratiei de glucoza in sange.

Metodologia folositd in acest studiu a implicat doud abordari paralele:

1. Determinarea concentratiilor individuale ale unor metaboliti identificati in spectrele
RMN ale probelor de urina.

2. Prelucrarea statistica a amprentei spectrale RMN.



Concluzii

1. S-a ardtat ci studiul probelor de urina prin spectroscopie "H RMN este deosebit de
util pentru monitorizarea proceselor metabolice asociate diabetului tip I si a functiei renale. O
parte dintre metabolitii care pot fi cuantificati prin spectroscopie RMN nu pot fi analizati prin
alte metode clasice folosite uzual in clinica.

2. Rezultatele obtinute 1n prezentul studiu, contribuie la Intdrirea ipotezei ca cresterea
concentratiei metabolitilor mentionati mai sus este caracteristicd pentru diabetul tip I prin
alterarea unor cai metabolice sau a functiei renale.

3. Au fost identificati si a fost determinat sensul de evolutie cantitativa a unor markeri
RMN din probele de urina, asociati diabetului de tip I (rezultatele obtinute fiind comentate si
puse 1n contextul cunostintelor actuale privind procesele biochimice asociate patologiei
studiate).

4. Pentru acest studiu au fost prelucrate, analizate RMN, procesate, transformate in
format numeric (X/Y), analizate statistic si interpretate spectre provenind de la 172 probe de
urind care se constituie in baze de date de referinta ce pot fi folosite pentru alte studii care
implica spectre RMN ale probelor de urina inregistrate la 400 MHz.

5. A fost dezvoltat un model de discriminare a subiectilor in grupele diabetic/normal
prin prelucrarea statisticd a anvelopei spectrale RMN (fara a face apel la testul clasic de
glucoza).

6. A fost realizatid o corelare clara a concentratiilor unor metaboliti Tntre loturile de
subiecti implicate in acest studiu si date de literatura ale unor subiecti din zone geografice
foarte diferite.

7. Rezultatele cercetarilor au fost publicate partial in 2 articole ISI si prezentate la

manifestari stiingifice sub forma a 2 comunicari orale si 3 postere.

CAPITOLUL 4. CONTRIBUTII ALE SPECTROSCOPIEI RMN iN ANALIZA
LICHIDULUI CEFALORAHIDIAN SI A LICHIDULUI AMNIOTIC

In acest capitol sunt prezentate rezultatele obtinute in urma analizarii prin spectroscopie
RMN a doua fluide biologice: lichid cefalorahidian (LCR) si lichid amniotic. Scopul urmarit a
fost evaluarea potentialului tehnicilor RMN in studierea profilului metabolic caracteristic
acestor doua fluide. Acest lucru a fost realizat prin doua directii de studiu:

1. Identificarea si cuantificarea unor metaboliti prezenti in lichidul cefalorahidian canin.

2. Identificarea si cuantificarea unor metaboliti prezenti in lichidul amniotic uman.
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Concluzii

1. Rezultatele prezentate in acest capitol se constituie in date de referinta privind
concentratiile unor metaboliti la persoane normale in biofluide foarte greu accesibile. Aceste
date pot fi folosite pentru comparatie cu valori patologice (pentru care existd mai multe date
de literatura disponibile decat pentru probele normale).

2. Valorile obtinute au fost de acelasi ordin de marime cu putinele date existente in
literatura ceea ce confirma corectitudinea rezultatelor si permite folosirea acestora in corelatie
cu datele existente pentru a creste semnificatia statistica a acestora.

3. Rezultatele obtinute in acest capitol au fost publicate partial intr-un articol ISI si

prezentate la manifestari stiintifice sub forma unui poster.

CAPITOLUL 5. TEHNICI DE ATRIBUIRE A SEMNALELOR S$I
FACTORI CARE INFLUENTEAZA
AMPRENTA SPECTRALA RMN A BIOFLUIDELOR

Spectrele RMN ale fluidelor biologice sunt foarte complexe, continand zeci de
semnale cu intensitati si forme diferite, multe dintre ele fiind suprapuse. In aceste conditii,
interpretarea unui astfel de spectru este foarte dificild. Aceastd complexitate este datd de
numarul mare de metaboliti si de variatia compozitiei biochimice.

In analiza probelor biologice, fiecare etapd, de la recoltarea probei pani la obtinerea
spectrului RMN, trebuie sa fie atent pregatitd si perfect reproductibild pentru intreg lotul de
probe din cadrul studiului. Pentru a obtine rezultate cat mai reproductibile si fara erori, este
necesard identificarea factorilor care ar putea influenta profilul RMN al probei biologice.
Profilul poate fi influentat de o multitudine de factori. Factorii de naturd biologica (varsta,
alimentatia, sexul, medicatia, etc.) sunt mai greu de controlat, dar cei de natura tehnica
(manipularea probei pand la analiza RMN, parametrii folositi 1n analizd, etc) pot fi
standardizati, cel putin la nivelul laboratorului care analizeaza astfel de probe.

Avand in vedere aspectele mentionate anterior, in acest capitol sunt prezentate
urmatoarele directii de studiu:

1. Crearea bazei de date spectrale cu metaboliti analizati in aceasta teza. Informatiile obtinute
prin realizarea acestei baze de date au fost ulterior folosite in confirmarea atributiilor din
studiile de caz incluse in Capitolele 2-4.

2. Descrierea modului de atributie a semnalelor in spectrele *H RMN ale fluidelor biologice.

3. Studierea influentei unor analgezice uzuale asupra profilului spectral al probelor de urina.
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4. Studierea influentei pH-ului asupra profilului spectral al probelor de urina.
Concluzii

1. A fost realizatd o baza de date spectralda pentru 60 de metaboliti individuali
constituitd din mai multe tipuri de spectre RMN uni si bidimensionale 1n solutie apoasa.

2. A fost realizat un studiu amplu privind influenta pH-ului asupra semnalelor unor
metaboliti.

3. A fost studiatda modificarea amprentei spectrale RMN a probelor de urind dupa
administrarea unor analgezice.

4. Au fost identificati o serie de metaboliti ai aspirinei si paracetamolului in spectrele
RMN ale probelor de urina si a fost studiat timpul cat persistd acestia in organism dupa
administrarea unei doze terapeutice.

5. Rezultatele din acest capitol au fost folosite in sprijinul studiilor prezentate in
capitolele 2-4.

6. O parte din rezultate au fost publicate partial in 3 articole de specialitate (un articol

ISI s1 2 articole BDI+) si prezentate sub forma unui poster la o manifestare stiingifica.

CAPITOLUL 6. APLICATII ALE SPECTROSCOPIEI ®N RMN
IN CARACTERIZAREA STRUCTURALA A
METABOLITILOR SI COMPUSILOR BIOLOGIC ACTIVI

Tn acest capitol sunt prezentate aspectele tehnice care influenteazd observarea prin
spectroscopie RMN a nucleilor de azot, la abundenta sa naturald. Pe cat este de dificila
observarea prin RMN a acestui nucleu, pe atat este de interesant potentialul acestei tehnici
pentru stiintele biomedicale, motiv pentru care subiectul a fost abordat in cadrul tezei de
doctorat. Utilitatea analizarii acestui nucleu este exemplificatd pe cateva clase de compusi cu
activitate biologica.

Concluzii
1. Au fost obtinute date privind deplasarea chimica a nucleului BN pentru un numar
mare de compusi de importanta biologica (metaboliti si compusi cu activitate biologica).
2. Datele >N RMN au fost obtinute prin tehnici bidimensionale cu detectie indirecta
care au fost optimizate pentru fiecare caz in parte.
3. A fost studiata influenta N-oxidarii asupra deplasarii chimice a nucleului BN lao

serie de amine. N-oxidarea este un proces de importantd mare in reactiile biochimice.



4. Rezultatele obtinute au contribuit la elucidarea unor mecanisme de reactie in sinteza
pirolobenzimidazolilor si a pirolochinoxalinelor.

5. Rezultatele au fost publicate partial in 8 articole 3 postere.

CAPITOLUL 7. PARTEA EXPERIMENTALA
Acest capitol discuta in detaliu modul de manipulare si pastrare a probelor pana la
momentul analizei, modul de pregatire a probelor pentru analiza RMN, conditiile
experimentale pentru inregistrarea spectrelor RMN, precum si parametrii importanti folositi in

cadrul secventelor de pulsuri.

CAPITOLUL 8. CONCLUZII GENERALE

1. Au fost diagnosticate prin spectroscopie RMN 18 cazuri de boli metabolice rare la
copii si nou-ndscuti, iar acest lucru a fost de importantd vitala pentru pacienti si medicii
curanti.

2. Diagnosticul bolilor metabolice furnizat prin spectroscopie RMN a fost confirmat
ulterior prin teste clasice in strainatate la toate cazurile studiate.

3. Spectroscopia RMN a permis o monitorizare unicd in Romania a cazurilor de boli
metabolice rare studiate.

4. A fost realizat un studiu comparativ la pacienfi cu diabet de tip I si un grup de
control si au fost obtinute corelatii si tendinte de modificare a concentratiilor pentru o serie de
metaboliti in afara celui clasic (glucoza).

5. A fost realizat un model statistic care permite diagnosticarea prin RMN a
pacientilor cu diabet tip Il, fara a face apel la markerul glucoza, cu o precizie de peste 80%.
(Daca se include markerul glucoza in model precizia este de 100%).

6. A fost realizatd o corelatie a concentratiilor unor metaboliti urinari determinati prin
spectroscopie RMN la grupuri din Roméania comparativ cu date de literaturd provenind de la
populatii din alte tari situate la distanta geografica mare.

7. A fost realizat un studiu RMN al probelor de lichid cefalorahidian la caini si s-a
aratat ca datele obtinute pot fi extrapolate la pacienti umani, pentru care este foarte dificil de
obtinut probe de lichid cefalorahidian de la persoane sandtoase. Datele sunt utile pentru
studiul tulburdrilor sistemului nervos central.

8. Au fost studiate prin RMN probe de lichid amniotic si au fost obginute valori pentru

concentratiile unor metaboliti din acest fluid pentru care exista putine date de literatura.
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9. A fost realizatd o baza de date cu spectre "H/**C RMN uni si bidimensionale pentru
un numdr mare de metaboliti care s-a dovedit foarte utilda in atributia semnalelor din
biofluidele studiate.

10. A fost studiatd influenta pH-ului asupra spectrelor RMN ale unor metabolifi de
interes.

11. A fost studiata prin RMN metabolizarea aspirinei si paracetamolului in organismul
uman.

12. A fost realizat un studiu amplu privind detectia nucleului N prin spectroscopie

RMN la abundenta naturala pentru o serie de metaboliti $i compusi cu activitate biologica.

CAPITOLUL 9. DISEMINAREA REZULTATELOR

Rezultatele obtinute Tn cadrul stagiului de doctorat au fost partial publicate in 14
articole cu referenti din care 12 articole ISI (factor de impact cumulat 17,388) si 2 articole
BDI+.

Rezultatele au facut subiectul a 28 prezentari la manifestdri stiintifice, dintre care: 2

conferinte, 10 comunicari orale si 16 postere.

Articole publicate cu subiectul tezei de doctorat:

1. E. Georgescu, A. Nicolescu, F. Georgescu, F. Teodorescu, S. Shova, A. T. Marinoiu, F.
Dumitrascu, C. Deleanu, “Fine tuning the outcome of 1,3-dipolar cycloaddition reactions of
benzimidazolium ylides to activated alkynes”, Tetrahedron, 2016, 1-14, publicat online. (F.I.
2,641).

2. E. Georgescu, A. Nicolescu, F. Georgescu, S. Shova, B. C. Simionescu, C. Deleanu,
“Contributions to synthesis of pyrrolo[1,2-a]benzimidazole derivatives via 1,3-dipolar
cycloaddition reactions”, Rev. Roum. Chim., 2016, acceptat. (F.I. 0,311).

3. G. L. Ailiesei, M. Ciobanu, M. Balan, C. Stavarache, L. Barbes, A. Nicolescu, C. Deleanu,
“NMR detected metabolites in complex natural fluids. Quinic acid in apple juice”, Ovidius
Univ. Annals Chem., 2015, 26 (2), 51-56. (Indexata BDI+).

4. E. Georgescu, A. Nicolescu, F. Georgescu, S. Shova, F. Teodorescu, A.-M. Macsim, C.
Deleanu, “Novel one-pot multicomponent strategy for the synthesis of pyrrolo[1,2-
a]benzimidazole and pyrrolo[1,2-aJquinoxaline derivatives”, Synthesis, 2015, 47, 1643-1655.
(F.1. 2,689).
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2008, 46, 1141-1147. (F.1. 1,179).

13. A. Nicolescu, C. Deleanu, “Identification of metabolites in complex natural fluids by
NMR. The use of various NMR techniques for the detection of alanine in grapefruit”, J.
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