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Nowoczesne techniki spektroskopowe stanowia wazne narzgdzie w rekach badacza i1 daja
zdolno$¢ przestrzennego obserwowania skladu chemicznego probki. Szczegdlnie dwie
metody obrazowania oferujg duzg ilo$¢ informacji chemicznej, tj. spektroskopia ramanowska
1 absorpcyjna w podczerwieni (IR). Dlatego tez korzystne wydaje si¢ zastosowanie tych
technik w systemie, w ktorym dystrybucja przestrzenna sktadnikéw chemicznych ma
znaczenie. Poniewaz dziedzina obrazowania spektroskopowego tkanek wciaz si¢ rozwija,

optymalizacja metodologii prowadzanych pomiaréw jest bardzo potrzebna.

Miazdzyca zostata wybrana jako przedmiot badan poniewaz jest choroba o duzym znaczeniu
dla catego spoteczenstwa. Sktad lipidow w blaszkach miazdzycowych zmienia si¢ radykalnie
podczas rozwoju choroby, co mozna bada¢ na dostgpnych modelach zwierzecych, a
mianowicie na myszach transgenicznych ApoE/LDLR”. W celu lepszego zrozumienia
mechanizmu choroby wykorzystano tez hodowle komorkowe, ktére sa uznanym modelem
badania zmian biochemicznych. Liczne doniesienia wskazujg na znaczenie komorek
srodblonka w rozwoju miazdzycy tetnic, pozadane jest wiec opracowanie metodyki badania
hodowli komorek sroédbtonka.

Dlatego celem niniejszej pracy doktorskiej bylto zastosowanie obrazowania FT-IR do badania
tkanek miazdzycowych oraz hodowli komodrkowych, do opracowania metodyki pomiaru i
dodatkowo zbadania potencjalnych artefaktow optycznych wplywajacych na przeprowadzone
pomiary. Nastepnie korzystajac z opracowanej metodyki, kolejnym celem jest opisanie i

poznanie zmian biochemicznych w blaszkach miazdzycowych.
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W pracy, scharakteryzowano trzy grupy standardéw lipidowych: wolne kwasy tluszczowe,
trojglicerydy, estry cholesterolu oraz cholesterol. Myszy kontrolne bez blaszki miazdzycowej
poréwnano z transgenicznymi myszami ApoE/LDLR™, ktére spontanicznie rozwijaja
miazdzyce. Zaobserwowano heterogeniczno$¢ w rozktadzie przestrzennym cholesterolu i
estrow cholesterolu wewnatrz blaszki miazdzycowej oraz zmienny sygnat od zwigzkOw

nienasyconych w komorkach piankowatych.

Nastepnie, przeprowadzono analize profilu biatkowego i struktur drugorzedowych biatek w
aortach kontrolnych oraz miazdzycowych. Zastosowanie Hierarchicznej Analizy Skupien
(HCA) w zakresie pasm amidowych pozwolita na zidentyfikowanie klasy w blaszce o
unikalnym profilu biatkowym. Zostal stworzony model Liniowej Regresji Wielokrotnej
(Multiple Linear Regression — MLR) pomig¢dzy widmami standardow bialek a danymi
dotyczacymi zawarto$ci struktur drugorzedowych z bazy danych Protein Data Bank (PDB).
Stosujac MLR przeliczono obrazy FT-IR tkanek dajac przestrzenny rozktad zawartosci
roznych struktur. Zaobserwowano wzrost zawartosci B-kartek i spadek zawartosci o-helis w

tkance miazdzycowej w porownaniu do kontroli.

Kolejnym etapem byta analiza progresji choroby. W pierwszym kroku, opracowano metode
opartg na obrazach FT-IR do ilosciowego okreslenia wielkosci blaszki miazdzycowej i wyniki
poréwnano z klasycznym barwieniem czerwienig oleista (Oil Red O), uzyskujac wysoki
wspolezynnik korelacje (R? = 0.935). W drugim kroku, przy uzyciu dwuetapowe podejscia
HCA, stwierdzono, ze zmiany zwigzane z progresja choroby wystepuja w regionach ptytki,
ktore nie zawieraja najwyzszej ilosci cholesterolu a tylko $rednig zawarto$¢. Przeprowadzono
wizualizacj¢ FT-IR zmian sktadu chemicznego w Dblaszce spowodowanych dieta
wyskobiatkowg (Low Carbohydrate High Protein — LCHP) i skorelowano z mapami
uzyskanymi z obrazowania ramanowskiego i z mikroskopii sit atomowych (AFM), ktore
dostarczajg wiele parametrow do analizy potencjalnie niestabilnych blaszek miazdzycowych.
Wstepne wyniki wskazujg na znaczace zmiany chemiczne w tkankach myszy diecie LCHP, w
odniesieniu do kontroli. Najwigcksza statystycznie istotna zmiana wigzata si¢ ze wzrostem

zawarto$ci estrow cholesterolu i poziomu ich nienasycenia, tj. liczbg wigzan podwdjnych.

Dokonano ulepszen w technice pomiaru w metodzie ostabionego catkowitego wewnetrznego
odbicia (ATR). Przeprowadzono badanie wptywu nacisku krysztatu podczas pomiaru na stan
pojedynczych komorek $rodbtonka. Zaobserwowano sptaszczenie sie komorek przy nawet

najmniejszym stosowanym nacisku. Stopien tego efektu mierzono wzrostem S$rednicy



komorki, ktory wyniost 18% w pierwszym kroku nacisku od momentu kontaktu.
Zaprojektowano nowe apertury optyczne do obrazowania Ge ATR umozliwiajgce pomiary O
zmiennej glgbokosci penetracji (dp), w zaleznosci od kata padania promieniowania. Warto$ci
dp dla katow, krysztatu i dtugosci fal stosowanych w FT-IR (2,5 - 10 mikrometrow) sg w
zakresie (zaleznie od dlugosci fali) ok. 200-1000 nm. Probka trojwarstwowego polimeru oraz
3 rozne apertury byly wykorzystane do pokazania zmian dp i zaobserwowania granicy

pomiedzy warstwami na gitgbokosci 250 nm od powierzchni krysztatu.

Przeprowadzono teoretyczne badania artefaktu zwigzanego z falg stojaca pola elektrycznego
(Electric Field Standing Wave — EFSW) na widma FT-IR tkanki biologicznej i stwierdzono
wpltyw trzech czynnikow na wielko$¢ efektu. Dwa z nich, wykazaly znaczacy wplyw na
zmniejszenie EFSW, tj. nieréwnosci tkanki oraz koherencja promieniowania, przy czym
ostatni efekt byt silniejszy. Wyniki te mogg mie¢ duzy wplyw na wiarygodnos¢ pomiarow

prébek biologicznych wykonywanych w trybie transfleksji.

Podsumowujac, przeprowadzono analize tkanek miazdzycowych zaréwno pod katem lipidow
jak i biatek, co dato obraz sktadu chemicznego blaszki miazdzycowej i jego zmian podczas
rozwoju choroby. Postepy w metodyce obejmuja stworzenie iloSciowego podejscia FT-IR do
okreslenia rozmiaru blaszki, opis wlasciwego zaplanowania eksperymentu koniecznego do
statystycznej analizy danych, zaprojektowanie nowych apertur do obrazowania FT-IR ATR i
wreszcie teoretyczne badania artefaktdw optycznych zaburzajacych mierzone widma w

spektroskopii absorpcyjnej w podczerwieni.



