ey

L 4

X

N %
g%

UNIWERSYTET JAGIELLONSKI
WYDZIAL CHEMII
Zaktad Fizyki Chemicznej

Zespot Spektroskopii Oscylacyjnej

STRESZCZENIE

SPEKTROSKOPOWE BADANIA MOZGU
W ZABURZENIACH NEUROLOGICZNYCH

mgr inz. Julia Sacharz

Promotor: dr. hab Aleksandra Wesetucha — Bitiskg, prof. UJ

Krakéw, 2017



Celem pracy doktorskiej bylo poznanie na poziomielekularnym wybranych
struktur mézgowia, ktére wydajsic by¢ odpowiedzialne za wygtowanie okrélonych
dysfunkcji uktadu nerwowego. Do badazostaly wybrane pogbujace zaburzenia
neurologiczne, takie jak epilepsja oraz stwardmiemozsiane. Rozpoznanie wptywu
dysfunkcji neurologicznych na strukéur biochemicza odpowiednich obszarow
przeprowadzono poprzez poréwnanie wybranych obszaaburzonego mézgu ze zdrpw
tkanka  wykorzystupc nowoczesne techniki  spektroskopii  wibracyjne). tdy
spektroskopowe dostarczajinformacji o strukturze molekularnej i oddziatyviach
molekularnych w tkankach, jak réwiieo ich zmianach zwrzanych ze zmianami

chorobowymi.

Epilepsja, jest jedn z najczsciej wysepujacych choréb ukladu nerwowego.
Charakteryzuje sinieprzewidywalnymi nawracgymi napadami, ktOre przejawiagic jako
drgawki, ale mog tez prowadzé do utraty przytomn@i o r&nym czasie trwania.
Spowodowaneagsasynchroniczi nieprawidtows badz nadmierm aktywndcia neuronalnych

sieci mozgu.

Drugie z analizowanych przewleklych patologii ukiagderwowego, stwardnienie
rozsiane (SM), jest wynikiem ataku autoimmunologago skierowanego przeciwko
sktadnikom ostonki mieliny, co powoduje demielircgga a nasfpnie uszkodzenie aksonow
w osrodkowym uktadzie nerwowym (OUN). Zdemielinizowaaksony mog mie¢ tendencje
do zanikania i odnawianiacsijednak w chorobie SM nie zdarza;,saby jako pierwsza

wystapita degeneracja aksonow, a rasie degradacja mieliny.

Mimo wielu bada w czotowych érodkach naukowych, mechanizm ¢k$zaci
choréb neurodegeneracyjnych jestaganieznany.

Badania epilepsji skupity sina trzech istotnych obszarach mozgu. Piegwsz
analizowan struktup byta kora somatosensoryczna — Sonfatosensory cortgxktora jest
odpowiedzialna za przetwarzanie informacji sensorych z catego ciata. Drugi z obszarow
odpowiada za przekaz informacji impulsu wzrokoweggst to grzbietowa #é ciata
kolankowatego bocznego wzgoérza — DLddrsal lateral geniculate nucleus of the thalajus
Te dwie struktury mozgu, DLG i Sc, byly szczegllingeresujce ze wzgldu na swaj
funkcjonalrmy zaleznos¢. Trzecia badana struktura to korazuidku — Cc €erebellar cortek

odpowiedzialna za poruszanieg stiata, ktora potencjalnie nie bierzeadnego udziatu



w przebiegu epilepsji (ryc. 1). Badania wykonanodwach szczepach szczuréw: Wistar -

jako grug kontrolma oraz WAG/RI]j - reprezentagych grug epileptycza.
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Rycina 1. Schemat przekrojéw mozgu szczura z enviighiem wybranych struktur mézgowia: DLG, Sc
oraz Cc; (A na podstawie atlasu Paxinos i Watson (2006); (Kraofotografie odpowiednich przekrojow tkanki
(skala: 100 um); (C) mikrofotografie skrawkéw tkap&branych z odpowiednich obszaréw kory mézgowej,

obiektyw 50x, (skala 10 pum)

W badaniach epilepsji wykorzystano technikikrospektroskopii Ramana, opracowanie
widm Ramana obejmowato:

(1) analiz stosunkow intensywnroi integralnych pasm markerowych;

(2) analiz gtéwnych sktadowych (Principal Component Analy§iI§A);

(3) analiz metod, dwuwymiarowej spektroskopii korelacyjnej (2D).

W epilepsji obserwuje si zaburzenia funkcjonowania grupy neuronow, ktore
prowadz do samorzutnego pojawianiagsnadmiernych wytadowsa bioelektrycznych,



niszcacych dla tkanek. St zaplanowano nietradycyjne badania mézgowia sacmartyle
miodego, jeszcze przed atakami padaczki, aby wgéiksegradacji tkanki w badanych
obszarach mézgu. Kkdy z atakéw padaczki prowadzi bowiem do sukcesywnesgkadzania
badz obumierania komorek nerwowych. Kolejnym nowatarskzatozeniem byto takie
przygotowanie badanych skrawkéw tkanki do pomiar@by maksymalnie ograniczy
ingerencg w ich sklad chemiczny podczas tego procesu. Déatdgymywane byty w trakcie

pomiaru w sztucznym ptynie mézgowo-rdzeniowym.

(Ad. 1) Mdzg jest stosunkowo ubogi w biatka (szdédeg we wczesnym okresie rozwoju
szczura), ale bogaty w lipidy. Ksztatt widma Ramdteatkanki mézgowej przedstawia zatem
pasma typowe dla lipidéw [ryc. 2]. Podwszone tlo widma, wynikage zapewne
z fluorescenciji, jest obserwowane dla epileptyczkenki mézgu wzbudzanej lgi785 nm,

i moze by¢ wskanikiem zmian w genetycznej padaczce u szczurow V\RNG/
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Rycina.23. Widma ramanowskie szczepu Wistar (zdrstngktury DLG przy gyciu linii wzbudzajcej 442 nm,
514.5 nm, 785 nm oraz 1064 nm.

Analiza stosunkow integralnych pasm markerowych awgha rénice pomédzy mdzgiem
zdrowym (Wistar) a epileptycznym (WAG/RIj): analizenidu | i struktury drugorkdowej
biatek wykazata najwysza zawarté¢ biatka o strukturze helikalnej zarobwno w grupie

epileptycznej jak i zdrowej. W grupie epileptyczney stosunku do grupy kontrolnej,



zaobserwowano wzrost konformaagjihelisy, spadek konformacijp-kartki oraz spadek
konformacji nieuporzdkowane] ktbka statystycznego. Najgkisze zmiany wyspowaty
w strukturze Cc. Analiza stosunku intensyéeiontegralnych pasm markerowych gddA1440
pochodacych od drga rozcagajpcych C=C oraz zginagych CH, wykazala najwysz
wartas¢ dla struktury Sc moézgu dla obu: grup epileptyczolgz zdrowej, co oznaczae
struktura Sc charakteryzujeecsivicksz iloscia podwojnych wazan C=C istd wickszym
stopniem nienasycenia w poréwnaniu do struktur DL&c. Zaobserwowano wzrost
intensywndci integralnych pasm markerowych;sdA1440 W grupie epileptycznej dla Sc
i Cc, oraz spadek wada w grupie epileptycznej dla DLG. Stosunek intemsgsci
integralnych pasm AsdAi450 (drgania zginaice CH i CHs (SM); drgania ngycowe CH
(PE) w stosunku do drgazginapcych CH (DLPE)) wskazuje na najeksz zawarté¢ SM
(1439 cnt — drgania zginape CH i CHs) w zdrowej strukturze DLG mézgu. Stosunek
intensywndci integralnych pasm AsdA1ss0 (drgania deformacyjne GHiCHsz (SM)
w stosunku do drgazginapcych CH (DLPE) oraz drga deformacyjnych CH(PC)), mae
wskazyw& na wzrost zaangawania drga deformacyjnych grup metylowych GH
i metylenowych CH z obszaru Sc w tkance patologicznej, niezmienipogiom w DLG

i spadek ich zawartai w obszarze Cc. Analiza stosunkow intensysan@asm markerowych
z zakresu widmowego 3050-2800 twykazata rénice w organizacji bocznychauchéw
lipidowych pomgdzy strukturami mozgu.

(Ad 2) Analiza gtownych sktadowych (Principal Cormemt Analysis, PCA) pozwolita na
rozr@nienie grup szczurow zdrowych i epileptycznych vezzegolnych zakresach widma.
Wykresy wspotrzdnych czynnikowych dla obserwacji (ang. scores)plot zakresie 3050-
2800 cnt', wykazaly wyrana separagj wynikéw oparg na ré&nicach w uporadkowaniu
strukturalnym lipidow w tkance epileptycznej w partaniu do zdrowej. Mie by to

potwierdzeniem metylacji struktur biatkowo-lipidoaly jako patogenezy padaczki.

Zakres widmowy 1800-1500 ¢hcharakteryzuje inne upamkowanie lipidéw w badanych
obszarach mézgu jak rowmievskazuje na zmiany w konformacji biatek oraz aldgyy
kwasnego biatka wiokienkowego (GFAP) w Sc i DLG. Zakmesimowy 1500-1330 cth
wskazuje na inne konformackwasow tluszczowych oraz odmignarganizagj tancuchow
bocznych biatek dla struktury Sc i DLG, co prowaddlzio separacji wynikow na wykresach
wspotrzdnych czynnikowych dla obserwacji. Analiza PCA wnigkazata wyranych r&nic

dla struktury Cc moézgu poruzy grum epileptyczna i zdrow Wykresy wspotrgdnych



czynnikowych dla obserwacji wykazujednak na odmiernorganizagi lipidow i biatek dla

badanych grup: zdrowej i epileptycznej.

(Ad 3) Korelacja dwuwymiarowa (2D) pozwolita na acakteryzowanie badanych struktur
mozgu. Dlugéc fali linii wzbudzapcych lasera stanowita zaburzenie badanego uktatkj w
analizie. Pojawiace s¢ na dwuwymiarowych mapach piki wynilkap z korelaci
synchronicznych i asynchronicznych pozwolity zaayéardznice medzy moézgiem zdrowym
a epileptycznym. Jest to: obeéfoneurotransmiterow GABA w tkance epileptycznej
w obszarze DLG oraz Glu w obszarze Sc dla tkankowsd] i epileptycznej; przesuie
maksimum pasma przy 1659 ¢ngkonformacjacis) do pozycji 1660 cf dla struktury Sc,
przesunicie z 1666 cni (konformacjatras) do pozycji 1662 cm dla DLG, przesurtie
maksimum pasma przy 1440 ¢mv pozycp 1444 cni dla struktury Sc oraz przesgoie

z 1450 cit w pozycp 1444 cmt dla DLG é$wiadczy o podobnej tendencji zmian
strukturalnych lipidéw w obu strukturach mézgu wdpezce. Struktura Cc mdrku szczura
wydaje s¢ posiada odrebng charakterystyczn dla siebie organizagj biatek i lipidow.

Z przeprowadzonych bafiavynika, iz analizowana dysfunkcja mézgu, padaczka z napadami
nieSwiadomdaci, ogniskowa, w rzeczywisfoi angauje w swoim przebiegu caty ukiad
nerwowy, wptywa na sktad chemiczny mézgu, strukticgtek i lipidow jest zmieniona co
stanowi w konsekwencji podstawlo wystpienia tej patologii.

W badaniach obrazowania spektroskopowego z zastwsem absorpcji
w podczerwieni wykorzystany zostapost mortem skrawek madzku ludzkiego ze
stwardnieniem rozsianym. Mdzek zbudowany jest z szerokiego arkusza komoreky kor
mo&zdzku i grupy pder gebokich mé&dzku wsunétych w istot biak. Kora mé&dzku sktada
si¢ z trzech warstw: warstwy komorek Purkinjego Agluciata komorkowe), relatywnie
ubogiej w komorki warstwy drobinowej oraz warstwgrnistej - ktdg tworza mate komorki

ziarniste (ryc. 3).
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Rycina 3. Przekréj prébki midzku ludzkiego poddanej analizie spektroskopowej Bawwieniu hematoksylin

i eozyry (H&E) — po lewej oraz w barwieniu metp#ltvera-Barrery — po prawej.

Badania stwardnienia rozsianego przeprowadzon@arao spektroskopii absorpcyjnej

w podczerwieni, ktéra obejmowata:
(1) analiz wiazkowa (Cluster Analysis) oraz
(2) analiz gtbwnych sktadowych PCA.

(Ad 1) Przeprowadzag procedug identyfikacji zebranych widm IR za pompa@nalizy
skupier metod, k-srednich (KCA) utworzono mapklastrows, ktora doktadnie odpowiadata
skrawkowi poddanemu topograficznemu barwieniu pegEyyvemu metod H&E
(hematoksylin i eozyra) (ryc. 4a,b). Wyznaczono 4 skupienia (klastrypodiadajce trzem
réznym typom tkanek: istocie biatej (na rycinie kokaxrerwony), warstwie ziarnistej (kolor
z0Mlty) i warstwie molekularnej (kolor jasnoniebieskFioletowy kolor na mapie oznacza
obszar zawieragy puste przestrzenie w tkance spowodowagiaipciami w sekcji tkanki.
Analiza spektralna tkanki nadzku ludzkiego ze stwardnieniem rozsianym wykazafanice
w widmach dla poszczegélnych warstw kory zuiku: pasmo 1345 cih (drganie CH
wahadtowe fosfolipidow, kwasow ttuszczowych, trogliydow; drgania fecuchow bocznych
aminokwaséw) jest charakterystyczne dla bogatydipidy warstwy molekularnej i istoty

biatej; pasmo przy 1242 c¢h{drganie rozcigajace asymetryczne BODNA) charakteryzuje



bogat w jadra komérkowe warstyv molekularnm, wskazujc na obecn&& kwasoéw
nukleinowych w gdrze komorkowym.
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Rycina 4. Badany fragment prébki fdéku ludzkiego (a) poddany barwieniu H&E; (b) oramiktury tego
samego obszaru w analizie skuplesrednich. Urednione widma IR dla kdego z obszaréw skugi¢istota
biata-kolor czerwony, warstwa ziarnista-koledity, warstwa molekularna-kolor jasnoniebieski,sfau

przestrzé w tkance-kolor fioletowy) analizy klastrowej w mdach 1750 — 1500 ¢horaz 1350 — 1100 ci(c).

(Ad 1) Analiza PCA wykazata pice w widmach dla dwoéch badanych obszaréw
warstwy molekularnej: w obszarach gdzie spisd widoczna demielinizacja komérek
nerwowych oraz w miejscu, w ktorym zmiany nie bjggzcze widoczne. Bogata w lipidy
mielina otaczajca aksony zostata uszkodzona w efekcie chorobysmmwvodowato
subtelne zmiany w widmach absorpcyjnych IR w zachswidma 3600-3000 cin
zawierajicego pasmo drgania rozgajacego N—-H biatlek w pozycji 3300 ¢hmoraz

w przedziale 1750-1580 ¢hzawierajcego pasmo drgania amidu | biatek w pozyciji ok.
1660 cn’. Rd&nice wynikaly na zmiany konformacji biatek w wargw objte]
demielinizacy (transformacja w kierunku struktupykratki) oraz modyfikacji zawartai

i organizacji lipidéw.
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