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Celem niniejszej pracy doktorskiej byto zbadanie zmian biochemicznych watroby
w réznych modelach jej uszkodzenia za pomoca obrazowania technikami spektroskopii
oscylacyjnej (FT-IR oraz ramanowskiej) oraz barwien histochemicznych (jako metody
referencyjnej). Nadrzednym celem wszystkich prezentowanych badan byla identyfikacja
oraz interpretacja markerow spektralnych zwigzanych z wystapieniem danego zaburzenia.
Ponadto, praca koncentruje si¢ wokot dwoch kluczowych zagadnien, dotyczacych zastosowania

technik spektroskopii oscylacyjnej:

1) do badania patogenezy wybranych schorzen oraz

2 potencjalnie, do badan diagnostycznych (tzw. screening tkanek).

Cze$¢ pierwsza niniejszej pracy doktorskiej — stanowigca jej wigkszos¢ — skupia si¢ na
identyfikacji zmian sktadu chemicznego tkanki watroby wynikajacego z rozwoju wybranych
zaburzen oraz stuzacych do §ledzenia ich patogenezy. Obecnie, najbardziej rozpowszechnionym
schorzeniem watroby jest niealkoholowe stluszczenie watroby (z ang. Non-Alcoholic Fatty
Liver, NAFLD). NAFLD dotyczy okoto 20-30 % populacji ludzkiej i uwazane jest za
manifestacje zespotu metabolicznego (tj. zespotu czynnikdw znaczaco zwickszajacych ryzyko
zachorowalno$ci chorob cywilizacyjnych). Stluszczenie watroby jest zatem $ciSle powigzane
Z insulinoopornoscig oraz samymi chorobami cywilizacyjnymi (w tym cukrzycg typu II oraz
miazdzycg). Z tego wzgledu, w niniejszej pracy doktorskiej uwzgledniono badanie zmian sktadu
biochemicznego tkanki watroby w mysich modelach wymienionych choréb (tj. cukrzycy typu Il,
miazdzycy oraz NAFLD). Niealkoholowe stluszczenie watroby nie tylko wspolistnieje
z wymienionymi chorobami cywilizacyjnymi, ale réwniez cz¢sto je poprzedza. Ponadto, na
wczesnym etapie jest w pelni odwracalne, jednakze, ze wzgledu na brak specyficznych
symptomow jego wykrywalno$¢ jest niewielka. Z tego wzgledu szczegdlng uwage w pracy

poswigcono temu schorzeniu.

Za pomoca obrazowania technikami spektroskopii oscylacyjnej zbadane zostaty zmiany
biochemiczne w obrgbie tkanki watroby ze stluszczeniem watroby na etapie zaawansowanym
oraz wczesnym. Ze wzgledu na specyfike schorzenia oraz zmian wystepujacych w watrobie,
szczegblng uwage poswiecono badaniu lipidéw. Badania tkanki o wysokim stopniu sttuszczenia
pozwolity na identyfikacj¢ markerow spektralnych zwigzanych z odpowiednimi zmianami

biochemicznymi tkanki. W$ro6d najwazniejszych zidentyfikowanych markeréw wymieni¢ nalezy
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zmiany: (1) w obrebie kropli lipidowych oraz (1) w kontekscie zawartosci witaminy A.
W przypadku kropli lipidowych (lub cyst lipidowych) zaobserwowany zostat nie tylko ich wzrost
(Ryc.1), ale takze zmiana ich kompozycji w zakresie obnizenia stopnia nienasycenia lipidow,
nastepujgca wraz z rozwojem choroby (Ryc.2). W przypadku witaminy A wyraznie widoczny byt

jej zanik na skutek wystapienia schorzenia.
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Ryc.1. Panele prezentujace dystrybucje lipidow oraz protein (na podstawie wybranych
ramanowskich pasm markerowych) w obrazowanych fragmentach tkanek pochodzacych
z watroby myszy: kontrolnych (Panel 1) oraz z rozwini¢tym zaawansowanym stluszczeniem
watroby (NAFLD) (Panel 2). Zaawansowane stluszczenie watroby zostato wywotane wskutek 15
tygodni zywienia dietg bogata w tluszcze nasycone (z ang. High Fat Diet, HFD: 60% Kkcal
pochodzacych z lipidow nasyconych). Kazdy panel zawiera trzy fragmenty tkanek pochodzgcych
od roznych osobnikow i prezentuje dla nich: dystrybucje lipidow (A,B,C) na podstawie integracji
pasma ramanowskiego w zakresie 1420 — 1480 cm™ (8CH,) oraz dystrybucje biatek (D,E,F) na
podstawie integracji pasma w zakresie 1200 — 1250 cm™ (pasmo amidowe IlI) wraz
z korespondujagcymi  wynikami barwienia tkanek za pomocg ORO (G,H,I). Wymiary
obrazowanych obszarow: 10.7 pm x 10.7 pm (1A,1D), 10.3 pm x 10.4 pm (1B,1E), 10.6 pm x
10.5 um (1C,1F), 29.4 pm x 29.4 pm (2A,2D), 43.1 pum % 42.9 um (2B,2E), 100 pm x 100 pm
(2C,2F).
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Ryc.2. (A) Zestaw widm ramanowskich pochodzacych z kropli lipidowych w obrgbie tkanki
z zaawansowanym stluszczeniem watroby (widmo czerwone), niewielkiej kropli lipidowej
obecnej w obrebie tkanki kontrolnej (widmo niebieskie) oraz tkanki kontrolnej (widmo czarne)
Wraz z zaznaczonymi najwazniejszymi pasmami. Nawiasem zaznaczony zostal zestaw pasm
wykorzystywany do oceny stopnia nienasycenia lipidow komponujacych krople lipidowe
(l1es6/l1444). (B) Krzywa kalibracyjna wykorzystana do okreslania wartosci liczby jodowej (1V)
na podstawie widm ramanowskich: niebieski i czerwony punkt odpowiadaja wartosciom
uzyskanym dla kropli lipidowych pochodzacych z tkanki kontrolnej i z rozwinigtym
sttuszczeniem. (C) Bezposrednie zestawienie wartosci liczby jodowej (stopnia nienasycenia)
uzyskanych dla kropel lipidowych pochodzacych ze zdrowej watroby (kolorem niebieskim) oraz

watroby z zaawansowanym sttuszczeniem (kolorem czerwonym).

Zidentyfikowane markery spektralne zostaty zweryfikowane poprzez badanie zmian na
wczesnym etapie rozwoju choroby. Zaobserwowany trend zmian biochemicznych potwierdzit

przydatnos¢ wytypowanych pasm jako markeréw zmian chorobowych. Co wigcej, techniki



obrazowania metodami spektroskopii oscylacyjnej okazaty si¢ by¢ niezwykle czule nawet na

zmiany na etapie wezesnym, co czesto trudne jest do obserwacji innymi metodami.

Dodatkowym celem pierwszej czesci pracy bylo rowniez zbadanie skutecznosci terapii
farmakologicznej lekami stosowanymi w Kklinice (metformina, perindoprilem) oraz NO-donorami
0 potencjalnej aktywnosci farmakologicznej w kierunku wymienionych schorzen (V-
PYRRO/NO, V-PROLI/NO). Badania te nie tylko udowodnity przydatnos¢ technik spektroskopii
oscylacyjnej do oceny skutecznos$ci farmakoterapii (co stanowi kolejng potencjalng dziedzing ich
zastosowan), ale takze potwierdzity prawidtowos¢ zidentyfikowanych markerow spektralnych
stluszczenia. W ramach przeprowadzonych badan potwierdzona zostala skutecznos$¢ dzialania
lekéw referencyjnych. Zaobserwowano takze wymierny wplyw jednego z donoréw tlenku azotu:
V-PYRRO/NO. Kompozycja kropli lipidowych okazata si¢ by¢ wrazliwym (i wczesnym)
markerem efektywnosci terapii farmakologicznej (Ryc. 3).
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Ryc.3. Wyniki oznaczenia stopnia nienasycenia (przedstawione jako uzyskana wartos$¢ liczby
jodowej) otrzymane dla kropli lipidowych pochodzacych z watroby myszy kontrolnych
(niebieski), z rozwinietym stluszczeniem (czerwonym) oraz poddanych leczeniu: metforming
(zielony), perindoprilem (rézowy), V-PYRRO/NO ( ) oraz V-PROLI/NO
(fioletowy). Zmiana kompozycji kropli lipidowych dla V-PYRRO/NO poprzedza redukcje ich

rozmiarow.

Badania nad wplywem terapii farmakologicznej potwierdzity takze przydatno$¢ obecnosci

witaminy A jako ogo6lnego markeru stanu watroby. Zanik obecnosci witaminy A wskutek



rozwoju zaburzen patologicznych zaobserwowany zostal w kilku modelach chorobowych.
Przeprowadzone badania zademonstrowaty, iz w przypadku skutecznej terapii farmakologicznej

(metformina) nastgpuj¢ odbudowa magazynu witaminy A w obrgbie tkanki (Ryc. 4).
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Ryc.4. Po lewej: Widma ramanowskie (a) all-trans retinolu, (b) tkanki kontrolnej w obszarze
kropli lipidowej w obrgbie komorek gwiezdzistych (magazyn witaminy A), (c) tkanki kontrolnej
(poza kroplami lipidowymi) oraz (d) standardu hemu (hemoglobiny), wraz z zaznaczonymi
pasmami charakterystycznymi. Po prawej: Mapy dystrybucji witaminy A (na podstawie
integracji pasma markerowego pofozonego przy ok. 1595 cm™) dla fragmentéw tkanek
pochodzacych z watroby myszy zdrowych (,,Control”) oraz z wywotanym NAFLD i poddanym

leczeniu metforminy (,,Metformin®).

W ramach niniejszej pracy opracowana réwniez zostala metoda oceny zaawansowania
sttuszczenia watroby w oparciu o obrazowanie w podczerwieni duzych obszaréw tkanek
W polgczeniu z zaawansowang analizg chemometryczng (Ryc.5). Wskazano tez na mozliwos¢

potencjalnego wykorzystania takiego podej$cia do badan rutynowych tkanek.
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Ryc.5. Po lewej: Wyniki oznaczenia stopnia zaawansowania sttuszczenia w postaci procenta
tkanki zajmowanej przez krople (cysty) lipidowe, uzyskane na podstawie barwienia ORO
(metoda referencyjna). Po prawej: wyniki oznaczenia zaawansowania stluszczenia na podstawie
pomiaréw FT-IR catych fragmentow tkanek, wyrazone w postaci stosunku pasm w zakresie 2800
— 3050 cm™ do pasma amidowego |, wykonane dla widm $rednich. Powyzszy przektad ilustruje

wysoka korelacje wynikow otrzymanych na podstawie pomiaréw FT-IR ora barwien ORO.

Wyzwania stawiane danej technice podczas jej zastosowania do rutynowych badan sg
jednak zdecydowanie rézne niz w przypadku jej wykorzystania do $ledzenia patogenezy chordb.
Koncowa czeg$¢ niniejszej pracy skoncentrowana jest zatem wokol zagadnien zwigzanych
Z potencjalng praktyczng aplikacjg technik obrazowania spektroskopowego do tzw. rutynowego
screeningu tkanek, na przykladzie nowotworéw watroby. Metoda stosowana do oznaczen
rutynowych powinna by¢ m.in. uniwersalna, w konteks$cie stosowania do szerokiego zakresu
probek, pozwalajac na uzyskanie prawidtowego wyniku, niezaleznie od czynnikéw takich jak
wiek czy ple¢ badanego osobnika. Ponadto, powinna by¢ mozliwa do zastosowania do
preparatow przygotowywanych w sposob rutynowy, atakze tania. W drugiej cze$ci pracy
zbadano wiec mozliwo$¢ stosowania obrazowania w podczerwieni do identyfikacji obecnosci
nowotworéw watroby, uwzgledniajac powyzsze czynniki. Badaniu poddany zostal zatem zestaw
roznorodnych (pod katem wieku, pici, i typu zaawansowania nowotworow) probek. Sprawdzony
zostal potencjat techniki obrazowania w podczerwieni m.in. w przypadku zastosowania
preparatow parafinowych oraz (taniej) techniki transfleksji. Ponizej (Ryc.6) przedstawiony zostat
przyktad identyfikacji obszaru nowotworowego na podstawie pomiarow preparatu parafinowego

w technice transfleksji.



Ryc.6. (A) Wynik barwienia H&E (hematoksylina i eozyna) sasiedniego skrawka tkanki
z zaznaczonym obszarem zmierzonym, (B) dystrybucja bialek (na podstawie integracji pasma
amidowego I) w zmierzonym fragmencie tkanki oraz (C) dystrybucja klas, uzyskana w skutek
analizy skupien metoda K-srednich (w zakresie 900 — 1350 cm™).

Niniejsza praca doktorska zrealizowana zostala przy wspolpracy z Jagiellonskim Centrum
Rozwoju Lekéw (JCET). Badania prezentowane w pracy doktorskiej realizowane byty przy
wsparciu Narodowego Centrum Nauki (model niealkoholowego stluszczenia watroby oraz
modele chordb cywilizacyjnych — grant Preludium 5: Od symptomow do leczenia: kompleksowa
charakterystyka rozwoju zmian patologicznych w doswiadczalnym modelu sttuszczenia wqtroby
za pomocqg metod obrazowania spektroskopii oscylacyjnej, nr projektu: 2013/09/N/NZ7/00626;
model nowotworowy — grant Etiuda 3: Badanie zmian biochemicznych wagtroby towarzyszqcych
rozwojowi wybranych schorzen tego organu za pomocq technik obrazowania spektroskopii

oscylacyjnej oraz barwien histochemicznych, nr projektu UMO-2015/16/NZ7/00155).

W ramach niniejszej pracy doktorskiej opublikowane zostato 8 prac, ktore stanowig czgsé
dorobku naukowego obejmujacego 14 prac wylacznie w czasopismach o zasiegu
migdzynarodowym (taczny IF = 50.136, liczba wszystkich cytowan: 81, index Hirscha: 5, zrodto
Scopus, 5.09.2016).



