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»Metody spektroskopowe w badaniach toksycznosci nowotwordow pierwotnych po
implantacji do mézgu szczura”

Streszczenie

Nowotwory ztosliwe sa druga w kolejnosci przyczyng zgonow wsrod kobiet 1 mezczyzn
w Polsce, a ok. 5-10% z nich stanowig pierwotne guzy moézgu. Jednym z najbardziej
agresywnych nowotwordow osrodkowego uktadu nerwowego, stanowigcym ok. 16% sposrod
wszystkich pierwotnych guzow mozgu, jest glejak wielopostaciowy (GBM, ang. glioblastoma
multiforme). Mimo radykalnych procedur terapeutycznych, $miertelnos¢ z powodu GBM jest
wysoka, a mediana przezycia pacjentow od momentu diagnozy wynosi nie wigcej niz 2 lata.
Dlatego podejmowanych jest wiele interdyscyplinarnych prac badawczych majacych na celu
lepsze poznanie natury glejaka oraz zdobycie nowej wiedzy na temat jego patogenezy, a ich
realizacja czesto opiera si¢ na wykorzystaniu modeli zwierzecych nowotworu.

Gléwnym celem badan prowadzonych w ramach rozprawy doktorskiej byta identyfikacja
pierwiastkéw oraz makromolekul biologicznych zaangazowanych w rozwo6j glejaka
wielopostaciowego w zwierzecych modelach tego schorzenia. Pierwszym etapem realizacji
zatozonych celow rozprawy byto przeprowadzenie eksperymentu polegajacego na implantacji
trzech roznych linii ludzkich komoérek GBM do mozgdéw gryzoni. Materiat badawczy stanowity
moézgi pobrane od zwierzat, ktorym wszczepiono komorki glejaka. Kolejnym krokiem byt
wybor metody analitycznej, ktora pozwolitaby na okreslenie skladu pierwiastkowego catosci
materiatu  probki, tj. poétkul moézgu szczuréw. Sposrod dostgpnych metod analizy
pierwiastkowej probek biologicznych wybrano spektroskopie fluorescencji rentgenowskiej
z catkowitym odbiciem (TXRF, ang. Total Reflection X-ray Fluorescence). Poprzez
wyznaczenie parametrow walidacyjnych tj. precyzja, poprawno$¢ oraz granice detekcji, a takze
na podstawie miedzylaboratoryjnego poréwnania rezultatow przeprowadzonych analiz tkanek
ssakow, podjeto probe weryfikacji uzytecznosci analitycznej metody TXRF dla potrzeb oceny
sktadu pierwiastkowego probek biologicznych. Nastepnie, zastosowano metode fluorescencji
rentgenowskiej ze wzbudzeniem promieniowaniem synchrotronowym (SR-XRF, ang.
Synchrotron Radiation X-Ray Fluorescence), ktora pozwolita na uwidocznienie zmian
w dystrybucji pierwiastkow w badanych tkankach mézgu. Z kolei, anomalie w rozmieszczeniu
oraz strukturze biomolekul w tkankach zbadano wykorzystujac mikrospektroskopie
w podczerwieni z transformatg Fouriera (FTIR, ang. Fourier Transform Infrared Spectroscopy)
oraz mikroskopi¢ Ramana.

Wyniki przeprowadzonych badan potwierdzily wysoka uzyteczno$¢ metody TXRF w
analizie probek pochodzenia biologicznego, przede wszystkim dla pierwiastkOw o wyzszej
liczbie atomowej. Badania przeprowadzone t3 metoda pozwolity wskaza¢ pierwiastki
potencjalnie zaangazowane w rozwoj glejaka wielopostaciowego, a liczba obserwowanych
anomalii w skladzie pierwiastkowym probek korelowata ze stopniem inwazyjnosci
implantowanych do mozgu gryzoni komorek. Analiza topograficzna, wykonana z
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zastosowaniem metody SR-XRF, uwidocznita rozbiezno$ci w akumulacji pierwiastkow w
tkankach objetych rozwojem nowotworu oraz jego otoczeniu, a takze niejednorodnosci w
strukturze guza rozwinigtego W jednym z badanych modeli. Poréwnanie map rozmieszczenia
pierwiastkbw z obrazami mikroskopowymi badanych tkanek pozwolilo na omowienie
potencjalnych przyczyn obserwowanych anomalii w modelach zwierzgcych GBM, a w
szczegdlnosci wskaza¢ selen jako mozliwy biomarker jego rozwoju. Analiza biochemiczna
tkanek, przeprowadzona z wykorzystaniem mikrospektroskopii FTIR i Ramana, wykazala
obecno$¢ w mozgach szczurow lokalnych zmian w gromadzeniu biomolekut spowodowanych
rozwojem glejaka. W szczegodlnosci zaobserwowano, iz rejony dotknigte procesem
nowotworzenia charakteryzujg si¢ zmniejszong zawarto$cig lipidow, kwasoéw nukleinowych

oraz zwigzkoéw zawierajacych grupy karbonylowe, a takze zmianami w zawartosci 1 strukturze
biatek.

Podsumowujac, w rozprawie doktorskiej, dzigki zastosowaniu metod spektroskopowych,
mozliwe bylo poréwnanie toksyczno$ci glejaka wielopostaciowego rozwinigtego z rdéznych
linii komoérkowych. Otrzymane wyniki badan korelowaty ze zmianami histologicznymi tkanek,
powstatymi wskutek rozwoju nowotworu. Przeprowadzone analizy pozwolity na wskazanie
potencjalnych pierwiastkowych i molekularnych markeréw toksycznosci GBM.



