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Streszczenie rozprawy doktorskiej pt.
Wykorzystanie zaawansowanych metod spektroskopowych w badaniach nad
patogenezq epilepsji na przyktadzie modeli zwierzecych

Juz od lat 40-tych XX wieku w analizach prébek biologicznych stosuje sie spektroskopie
w podczerwieni, nalezacg do grupy metod spektroskopii wibracyjnej. Pierwsze badania
przy uzyciu tej techniki polegaty na rozpoznawaniu widm wyizolowanych zwigzkéw
organicznych. Dzieki ich wynikom dzi§ dysponujemy bogatg biblioteka widm umozliwiajaca
identyfikacje biomolekut oraz rozpoznanie zmian w nich zachodzacych. Dynamiczny rozwdj
instrumentéw badawczych, a w szczeg6lnosci zastosowanie interferometru oraz
transformacji Fouriera w analizie rejestrowanego sygnatu, pozwolit na znaczne skrécenie
czasu pomiaru pojedynczego widma. Skrécenie czasu pomiaru natomiast umozliwito
opracowanie  mikrospektroskopii =~ FTIR  (ang.  Fourier  transform  infrared
mictrospectroscopy), bedacej technika obrazowania chemicznego, 13czaca cechy
mikroskopii optycznej oraz spektroskopii wibracyjnej. Gléwna zaletg mikrospektroskopii
FTIR jest to, iz zar6wno morfologiczne jak i molekularne cechy badanych tkanek moga by¢
obserwowane bez uzycia barwnikdéw, znacznikéw czy utrwalaczy. Dlatego tez
mikrospektroskopia FTIR znajduje szerokie zastosowanie zaréwno w badaniach
podstawowych jak i jako narzedzie diagnostyczne.

Rozwdj mikrospektroskopi FTIR przebiegal dwutorowo. Celem pierwszego z podejs¢ byto
umozliwienie obrazowania struktur biologicznych na poziomie subkomdrkowym.
Konieczna tu byta poprawa jakosci widm uzyskiwanych przy niewielkim, rzedu
mikromeréw, przekroju poprzecznym wigzki promieniowania podczerwonego. Ten cel
udato sie osiagna¢ dzieki zastosowaniu synchrotronowego zZrédta IR (metoda pSRFTIR -
ang. Synchrotron Radiation Fourier Transform Infrared Microspectroscopy). Wysoka jasno$¢
synchrotonowej wigzki IR przyczynia sie do uzyskania wyzszej, w poréwnaniu do
tradycyjnych Zrédet IR, wartosci stosunku sygnatu do szumu dla rejestrowanych widm. Jest
to niezwykle istotne w badaniach subtelnych zmian w strukturze zwigzkéw
biochemicznych. Z kolei tam, gdzie obrazowanie FTIR tkanek ma utatwié¢ prace
histopatologéw i przyspieszy¢ postawienie diagnozy, nacisk ktadzie sie na szybkie
obrazowanie mozliwie duzych fragmentéw tkanek. Zastosowanie detektoréw FPA (ang.
focal plane array) umozliwito rozwéj ultraszybkiej mikrospektroskopii FTIR (LUFFTIR -
ang. Ultrafast Fourier Transform Infrared Microspectroscopy) z konwencjonalnym Zrédtem
promieniowania IR, pozwalajgcej na obrazowanie duzych obszaréw tkanki w relatywnie
krotkim czasie przy zachowaniu zadowalajacej rozdzielczosci przestrzennej (5-20 pm)
i dobrej jakosci rejestrowanych widm IR.

Celem prezentowanej rozprawy byla jakoSciowa oraz pétiloSciowa analiza zmian
biochemicznych wystepujacych w hipokampie dorostych szczuréw w réznych modelach
drgawek, to jest w pilokarpinowym modelu po stanie epileptycznym (tac. post status
epilepticus) oraz w modelu drgawek rozniecanych elektrycznie. Jako gtéwne metody
pomiarowe zastosowano synchrotronowa mikrospektroskopie w podczerwieni
z transformacja Fouriera oraz ultraszybka mikrospektroskopie FTIR. Dodatkowo
wykonano pomiary przy uzyciu mikrospektroskopii Ramana. Wszystkie badania
przeprowadzono na linii pomiarowej SMIS synchrotronu SOLEIL.

Uzyskane rezultaty pokazaty, Ze na skutek drgawek wywotanych pilokarping ro$nie liczba
inkluzji kreatynowych w hipokampie szczura. Statystyczna analiza korelacji dowodzi, ze



liczba tych inkluzji ro$nie wraz z catkowitym czasem trwania aktywnosci drgawkowe;j.
Kolejnym krokiem bylo przebadanie preparatéw pobranych po zakoniczeniu widocznej
aktywnosci drgawkowej, w tak zwanej fazie latencji po podaniu pilokarpiny. Wyniki tego
eksperymentu wskazuja, ze akumulacja kreatyny jest efektem trwatym. Co wiecej, liczba
inkluzji zarejestrowanych w okresie latencji jest znaczaco wieksza w poréwnaniu do fazy
ostrej. W przeciwienistwie do modelu pilokarpinowego, w modelu drgawek rozniecanych
elektrycznie nie odnotowano wystepowania agregatéw kreatynowych. Jednakze
w preparatach pobranych od zwierzat z tej grupy zarejestrowano wystepowanie licznych
inkluzji zawierajacych cholesterol, a ich liczba byta skorelowana ze skumulowanym czasem
trwania nastepczych drgawek tonicznych (w obszarze CA3) i klonicznych (w catym
hipokampie). Dla modelu drgawek rozniecanych dowiedziono réwniez wystepowania
zmian drugorzedowej struktury protein oraz zmian strukturalnych lipidéw w hipokampie,
co zostato juz poprzednio zaobserowane dla pilokarpinowego modelu drgawek.






