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Cel badan

Analiza sktadu pierwiastkowego, stopni utlenienia
pierwiastkow oraz zwiqzkow organicznych w strukturach
tkanki osrodkowego uktadu nerwowego (OUN) cztowieka
dla potrzeb neurologii, heurobiologii.

Badania w kierunku wybranych schorzen osrodkowego
uktadu nerwowego (choroba Parkinsona, stwardnienie

zanikowe boczne, nowotwory mozgu)
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Badane schorzenia neurodegeneracyjne

choroba osrodkowego uktadu nerwowego
manifestujqca sie zaburzeniami ruchowymi. Bezposredniq przyczynqg
choroby jest stopniowe zmniejszanie sie ilosci dopaminy
(neuroprzekaznik) w mozgu wskutek obumierania komorek
wytwarzajqgcych dopamine (gtownie neurony istoty czarnej). Nie sq
znane natomiast przyczyny zaniku neuronow.

postepujqce schorzenie
neurodegeneracyjne, ktorego jednq z cech jest degeneracja i zanik
neuronow ruchowych szczegolnie w rdzeniu kregowym, jgdrach
ruchowych pnia mozgu oraz w ,,korze ruchowej”. Choroba catkowicie
nieuleczalna, prowadzqca do uszkodzen neuronow sterujqcych
motorykq, a w rezultacie - do zaniku miesni. Etiologia podobnie jak w
przypadku choroby Parkinsona nie jest poznana.



Materiat badawczy

Istota czarna
mozgu

Rdzen
kregowy




Preparatyka probek

nie utrwalana tkanka z okolic OUN
zamrazanie (-30 °C) i ciecie na kriomikrotomie

skrawki 20 im

techniki spektroskopowe histopatologia

naktadanie na folie AP1, ultralene

suszenie w temperaturze -20 °C



Stosowane techniki badawcze

Synchrotronowa Rentgenowska Mikroanaliza
Fluorescencyjna, SR-XRF - analiza sktadu
pierwiastkowego

Spektroskopia absorpcji promieni X w poblizu
progu absorpcji, XANES - badanie stopni
utlenienia Fe i Cu

Mikrospektroskopia w podczerwieni
Z transformacjq Fouriera - analiza biomolekut



MIKROSPEKTROSKOPIA
W PODCZERIWENI
Z TRANSFORMACJA FOURIERA (FT-IR)



Widmo promieniowania elektromagnetycznego
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Typy drgan molekut

> Liniowy uktad ,,n” atomow: typow drgan
> Nieliniowy uktad ,,n” atomow: typow drgan

Drgania rozciqgajqce

symetryczne asymetryczne

Drgania deformacyjne (zginajqce)

kotyszqce nozycowe wachlarzowe skrecajqce

Kopia z: http://www.shu.ac.uk/schools/sci/chem/tutorials/molspec/irspec1.htm



Podstawy spektroskopii w podczerwieni

Makroskopowy model drgajqcej czqsteczki

- Y -

k - stata sitowa; m,, m,- masa atomow

»Absorbowane jest tylko promieniowanie o
czestotliwosci odpowiadajqcej czestotliwosci
drgan danego wiqzania w czqsteczce i takie,
ktorego czestotliwosc spowoduje zmiane
elektrycznego momentu dipolowego czqgsteczki

»Absorpcja promieniowania IR przez drgajqce
molekuty = zmiana energii oscylacyjnej
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Zasada dziatania spektrometru IR

Zrodto Detektor

Pomiar promieniowania IR zrodta

Ocena zmiany wiqzki IR po
umieszczeniu probki na drodze
promieniowania




Zasada dziatania spektrometru FT-IR

Uktad optyczny

Interferogram

Komputer
> Uktad optyczny - pomiar intensywnosci specjalnie zakodowanej wiqzki IR po

przejsciu przez probke (typowy spektrometr IR)

> Interferogram - sygnat catkowitej intensywnosci promieniowania IR
docierajqcego do detektora przy danej pozycji zwierciadta ruchomego

> Komputer - transformacja Fouriera interferogramu, dostarczenie informacji



FT-IR; Aparatura pomiarowa
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FT-IR; Aparatura pomiarowa (Mirage, SA5, LURE)

»Spektrometr FTIR Nicolet, Magna-IR560;

>Zrodto zewnetrzne: synchrotron

>Zrodto lokalne: pret wegliku krzemu (SiC) - globar

» Mikroskop IR Nic-Plan (Nicolet, Thermo-Optic);

> Rozmiar wiqzki 6 x 6 um (synchrotron), 18 x 18 um (globar)

> Detektor podczerwieni MCT (mercury cadmium telluride -
HgCdTeO,)



Zalety stosowania synchrotronowego zrodta IR

Poprawa zdolnosci
rozdzielczej (20 [J 3 um)

., Poprawa stosunku
Jaskrawosc (1000x) sygnatu do szumu

Szybsza akwizycja
danych

Spektroskopia bliskiej

Szeroki zakres widma S .
dalekiej 1 sredniej IR




6x6 um?
1000 skanow = 500 s
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Liczba falowa [cm]

3x3 um?
32 skanow = 16 s
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Liczba falowa [cm]

Dr Paul Dumas (LURE), materiaty wtasne



Wtasnosci chemiczne molekut biologicznych
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Typ
makromolekut

Czestotliwosé
drgan [cm™]

Typ drgania normalnego

bialka

3350

N-H rozciqgajqce

lipidy, biatka

lipidy, cukry

lipidy

lizofosfolipidy
sfingomieliny

kwasy
nukleinowe,

fosfolipidy

3060

N-H zginajqce

C=0 rozciqgajqce(amid I)strukt.o

C=0 rozciqgajqce(amid I)strukt.f}

1544 N-H zginajqce (amid II) strukt.o

C-O rozciqgajqce (utl. C=0)

CO-0O-C rozciqgajqce sym

C-H (-CH)) rozciqgajqce sym

C-H (-CH,) rozciqgajqce asym

CH; zginajqce asym

(CH,);N* zginajqce sym

P-0O zginajqce asym

P-0O zginajqce sym

biatka, cukry

C-O-P rozciqgajqce

O-H rozciqgajqce




Oznaczenia struktury drugorzedowej biatek

a - helix

absorbancja

Liczba falowa [cm]




Widma absorpcyjne IR -istota czarna, kontrola
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Widma absorpcyjne IR - istota czarna, kontrola < PD
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Istota czarna - Kontrola
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__Istota czarna - ch. Parkinsona
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Widma absorpcyjne IR - rdzen kregowy, kontrola < ALS
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Rdzen kregowy - Kontrola

biatka kw. nukl.
(amid )




Rdzen kregowy - Kontrola (3D)
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absorbancja
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Rdzen kregowy - ALS, amid | (3D)

1655 cm, 1627 cm!,
struktura a struktura 8




FT-IR; Udziat biatek do ttuszczow

Choroba  RDZENKREG
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Wartosci stosunku intensywnosci pasm absorpcyjnych biatek (amid I) do
ttuszczow (2800-3000 cm’) w neuronach istoty czarnej i rdzenia kregowego.




FT-IR; Udziat amidu | do amidu Il
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Wartosci stosunku intensywnosci pasm absorpcyjnych amidu | do amidu Il w
neuronach istoty czarnej i rdzenia kregowego.




FT-IR; podsumowanie wynikow badan

Grupa kontrolna

Silniejsze gromadzenie grup biatkowych i kwasow
nukleinowych w obrebie neuronow istoty czarnej grupy
kontrolnej,

Tendencja grup ttuszczowych do gromadzenia w obrebie
neuronu, jednak o rozktadzie zdecydowanie odmiennym niz
grupy biatkowe;

Lokalizacja wigzania C=0 fosfolipidow na zewnqtrz ciata
neuronu (mielina produkowana przez oligodendrocyty,
podwojna btona komorkowa komorek glejowych) tylko neurony
istoty czarnej;

Ch. Parkinsona

Wzrost intensywnosci pasma przy 1173 cm' (wigzanie
rozciqgajqce asymetryczne -CO-0O-C) - podobnie jak w danych
literaturowych dotyczqcych komorek apoptotycznych,;



Ch. Parkinsona, c.d.

. Poszerzenie pasma amidu | i przesuniecie w kierunku wyzszych
czestotliwosci, jak rowniez zmniejszenie intensywnosci pasma
amidu | do amidu Il - typowe dla degeneracji amidu
drugorzedowego do pierwszorzedowego;

. Znaczqce zmniejszenie intensywnosci pasm pochodzqgcych od
kwasow nukleinowych (1280 i 1086 cm") - udziat czynnika
genetycznego???

. Zmiany w obrebie grup lipidowych (2930, 2850, 1380 cm'')
sugerujqce zmiany w btonach biologicznych;

. Brak korelacji pomiedzy pozycjqg neuronu a wzrostem

intensywnosci pasm absorpcyjnych bimolekut, obserwowany dla
grupy kontrolnej;

. Obecnosc neuronow w obrazie morfologicznym i brak
odzwierciedlenia tego w obrazie IR sugeruje zaburzenia
prawidtowego funkcjonowania neuronow wystepujqce przed
atrofig komorek.

. Zmiany w obrebie roznych typow biomolekut mogq potwierdzac
multietiologiczny charakter ch. Parkinsona;



FT-IR; podsumowanie wynikow badan

Stwardnienie boczne zanikowe

Zwiekszenie stosunku intensywnosci pasma amidu | do amidu
Il (obnizenie intensywnosci pasma amidu Ill) - zmiany typowe
przy przejsciu od amidu drugorzedowego do
pierwszorzedowego;

Zmniejszenie intensywnosci pasm pochodzqcych od biatek
w stosunku do lipidow (1655 cm'' / 2930 cm’');

We wszystkich przypadkach ALS wzrost intensywnosci pasma
przy 1380 cm (CH, zgin. sym.), pochodzqcego od kwasow

ttuszczowych; sugeruje zmiany stanu bton komorkowych;



SYNCHROTRONOWA
RENTGENOWSKA MIKROANALIZA
FLUORESCENCYJNA (SR-XRF)



SR-XRF, XANES; Osrodki badawcze

Linia pomiarowa: L



SR-XRF; Zalety metody

Monochromatyczna wiqzka promieniowania
synchrotronowego (17 keV);

Wykrywalnosc pierwiastkow na poziomie mg/kg;
Rozmiar wiqzki : 0.5+ 15 um (ogniskowanie:

ESRF - soczewki Fresnela, lustra Kirkpatrick-Baez’a;
HASYLAB - polikapilara );

Krotki czas pomiaru ~ 3 + 10 s/punkt;

Jednoczesna analiza wielu pierwiastkow, od P;

Mozliwosc powierzchniowego obrazowania
zawartosci pierwiastkow w probce;

Brak uszkodzen termicznych probki;
Brak efektu elektrycznego tadowania probki.



SR-XRF; Aparatura badawcza
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SR-XRF; Aparatura badawcza
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SR-XRF; Istota czarna - widmo promieniowania
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SR-XRF; Granice wykrywalnosci pierwiastkow
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Porownanie granic wykrywalnosci pierwiastkow w tkance OUN
w zaleznosci od rozmiarow wiqzki wzbudzajqcej




SR-XRF; Rozdzielczosc przestrzenna

4 pm x 1.4 pm (ESRF) 15 pm x 15 pm (HASYL.)
-_Iﬁ_-‘_ . . L I ; :

Cu

Porownanie map rozktadu Cu w tkance istoty czarnej
w zaleznosci od rozmiarow wiqzki wzbudzajqcej




SR-XRF; Istota czarna - kontrola

Mapy rozktadu wybranych pierwiastkow w neuronie istoty czarnej dla
przypadku kontrolnego (ESRF, 17 keV, 2.8 um x 1.6 um, 3s/pkt)




SR-XRF; Istota czarna - ch. Parkinsona

Mapy rozktadu wybranych pierwiastkow w neuronie istoty czarnej dla
przypadku ch. Parkinsona (ESRF, 17 keV, 2.8 um x 1.6 um, 3s/pkt)




SR-XRF; Analiza ilosciowa - neurony istoty czarnej

MASY POWIERZCHNIOWE PIERWIASTKOW [ug/cm?]
Grupa kontrolna* PD
Min (SD) Max (SD) Srednia (SD)
7.5 (0.9) 15.4 (0.6) 23 (1)
4.3 (0.7) 8.3 (0.8) 13.5 (0.7)
2.1 (0.2) 4.7 (0.2) 5.6 (0.5)
7.3 (0.6) 20.4 (0.5) 13.5 (1.4)
0.15 (0.02) 0.29 (0.01) 6 (1)
0.21 (0.03) 0.68 (0.07) 1.7 (0.2)
0.014 (0.002) 0.086 (0.005) 0.114 (0.007)
0.07 (0.01) 0.13 (0.01) 0.58 (0.08)
0.0034 (0.0002) 0.0063 (0.0004) 0.008 (0.001)
Br  0.0032 (0.0003) 0.0143 (0.0005) 0.012 (0.001)

*Minimalne i maksymalne wartosci (Srednie z 9 neuronéw) z 8 przypadkéw kontrolnych




SR-XRF; Analiza ilosciowa - kora mozgowa

MASY POWIERZCHNIOWE PIERWIASTKOW [ug/cm?]
Grupa kontrolna* PD
Min Max Srednia (SD)
7.6 10.4 12.10 (0.05)
2.2 2.9 2.74 (0.01)
1.9 3.1 5.7 (0.1)
4.3 5.7 7.1 (0.1)
Ca <DL** 0.08 0.196 (0.001)
Fe 0.10 0.12 0.089 (0.001)
Cu <DL 0.013 0.014 (0.001)
Zn 0.02 0.04 0.068 (0.001)
Se <DL <DL <DL
Br 0.002 0.009 0.011 (0.001)

*Minimalne i maksymalne wartosci (Srednie) dla 5 przypadkéw kontrolnych
**Ponizej granicy detekcji




SR-XRF; Analiza ilosciowa - istota biata

MASY POWIERZCHNIOWE PIERWIASTKOW [pg/cm?]

Grupa kontrolna* PD

Min Max Srednia(SD)
P 129 16.0 16.1 (0.1)
S 2.5 3.3 3.81 (0.04)
Ci 1.7 2.6 2.86 (0.03)
K 3.8 14.25 7.0 (0.2)

Ca <DL** 0.13 3.7 (0.4)
Fe 0.06 0.08 0.430 (0.005)
Cu <DL 0.018 0.032 (0.001)
Zn <DL 0.02 0.149 (0.002)
Se <DL <DL <DL

Br <DL 0.008 0.004 (0.001)

* Minimalne i maksymalne wartosci z 8 przypadkéw kontrolnych

**Ponizej granicy wykrywalnosci



SR-XRF; Rdzen kregowy - kontrola

Mapy rozktadu wybranych pierwiastkow w neuronie istoty czarnej dla
przypadku ch. Parkinsona (ESRF, 17 keV, 5 um x 2 um, 3s/pkt)




SR-XRF; Rdzen kregowy - ALS

Mapy rozktadu wybranych pierwiastkow w neuronie istoty czarnej dla
przypadku ch. Parkinsona (ESRF, 17 keV, 5 um x 2 um, 3s/pkt)




SR-XRF; Analiza ilosciowa - rdzen kregowy

MASY POWIERZCHNIOWE PIERWIASTKOW [pg/cm?]

Grupa kontrolna® v
Min (8D) - Max (SD) ALS (1) ALS (2)  ALS (3)

13.0 (0.9) -15 (1) 7.8 (0.5)-21 (1) 20 (1) 8.9 (0.6)
4.9 (0.3)- 6.1 (0.4) 3.1(0.2) - 5.9 (0.4) 4.0 (0.3) 3.7 (0.2)
6.4 (0.4) - 9.6 (0.6) 3.9 (0.2) - 9.3 (0.6) 5.6 (0.3) 7.0 (0.4)
3.7 (0.2) - 6.0 (0.4) 3.4 (0.2) - 6.2 (0.4) 11.2 (0.7) 3.9 (0.2)
©a  0.24(0.01) - 0.36 (0.02) 0.18 (0.01) - 0.39 (0.02) 17 (1) 0.44 (0.03)
Fe 0.029 (2*10°)-0.101 (6*10°)  0.033 (2*10”°) - 0.055 (3*10"°) 1.6 (0.1) 0.092 (6*107)
@y 0.0072 (5*10™) - 0.0084 (6*10™) 0.0053 (4*10™) - 0.0071 (5*10%)  0.0070 (5*10™) <DL*
Zn 0.063 (4*10°)-0.081 (5*10°)  0.0050 (3*10°%) - 0.071 (4*107) 0.18 (0.01)  0.068 (4*107)
Br 0.0051 (3*10%) -0.020 (1*10°)  0.0054 (3*10) - 0.019 (1*10°)  0.0080 (5*10™) 0.020 (1*10~°)

* dane z 5 przypadkéw; * dane z 5 neurondéw;* ponizej granicy wykrywalnosci;




SR-XRF; Podsumowanie badan

. Stwierdzono obecnosc¢ P, S, Cl, K, Ca, Fe, Cu, Zn, Se, Br, Rb i Sr
w tkance OUN.

. Rozktady mas powierzchniowych pierwiastkow wykazujq
zroznicowanie w obrebie komorek nerwowych.

. Wyzsze masy powierzchniowe Ca, Fe i Zn zaobserwowano w
ciatach komorek nerwowych Ca, Fe, Cu i Zn w istocie biatej,
natomiast Ca, Cl i Zn w korze mozgowej dla przypadku ch.
Parkinsona w porownaniu z grupq kontrolng.

. Dla probki istoty czarnej reprezentujqgcej przypadek PD
stwierdzono silnqg akumulacje Fe i Ca w strukturach
nieidentyfikowanych histopatologicznie.

. W badaniach ALS nie stwierdzono jednoznacznych anomalii
w gromadzeniu danego pierwiastka. Stwierdzono jedynie
indywidualne roznice pomiedzy przypadkami ALS a kontrolq.



SPEKTROSKOPIA ABSORPCJI
PROMIENIOWANIA X W POBLIZU
KRAWEDZI ABSORPCJI (XANES)
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XANES; Podstawy techniki

Informacje uzyskiwane z widma
XANES (30 eV przed: 50 eV)

« stopien utlenienia absorbujqcego
atomu (krawedz i pre-pik)

« symetria zwiqzku - osmioscienna,
czworoscienna (pre-pik)

/135 7140 7145 7150

Im wyzszy stopien utlenienia pierwiastka, tym wieksze przesuniecie
krawedzi absorpcji w kierunku wyzszych energii (zaleznosc liniowa).

Przesuniecie krawedzi - rzedu kilku eV na jeden stopien utlenienia.

Przesuniecie piku przedkrawedziowego - dziesiqte eV na jeden stopien
utlenienia.



XANES; Fe - istota czarna
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Widma XANES Fe zmierzone w neuronach istoty czarnej




XANES; Fe - istota czarna
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Widma XANES Fe zmierzone w neuronach istoty czarnej
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XANES; Fe - istota czarna

+ p. kontrolna_n"1
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Widma XANES Fe zmierzone w neuronach istoty czarnej dla wybranej
probki kontrolnej i probki reprezentujqcej PD




XANES; Cu - istota czarna
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Widma XANES Cu zmierzone w neuronach istoty czarnej




XANES; Podsumowanie wynikow

Nie stwierdzono roznic w stopniu utlenienia Fe
pomiedzy neuronami istoty czarnej dla przypadku PD i
grupy kontrolnej.

W przewazajqcej czesci zelazo w pigmentowanych
neuronach wystepuje na trzecim stopniu utlenienia.

Wyniki badan technikq XANES dla Cu w probkach istoty
czarnej nie wykazaty istotnych roznic w stopniu
utlenienia tego pierwiastka dla przypadku ch.
Parkinsona w porownaniu z grupqg kontrolngq.

Wiekszosc miedzi wystepuje w neuronach istoty czarnej
na drugim stopniu utlenienia czyli w formie utlenionej.



Plany na przysztosc

1. Analiza stopni utlenienia siarki w nowotworowych
glejakach mozgu w zaleznosci od stopnia ztosliwosci
nowotworu,

2. Analiza molekut biologicznych dla przypadkow
nowotworowych glejakow mozgu przy wykorzystaniu
mikrospektroskopii w podczerwieni;

3. Ocena udziatu pierwiastkow sladowych i biomolekut w
procesie epileptogenezy towarzyszqcej glejakom
mozgu;

4. Ocena udziatu pierwiastkow sladowych i biomolekut w
procesach neurodegeneracyjnych, zwiqzanych ze
stwardnieniem bocznym zanikowym, w oparciu o
badania na hodowlach komorkowych;

5. Kontynuacja badan nad schorzeniami
neurodegeneracyjnymi (analizy pierwiastkowe i
molekularne),



Plany na przysztosc, c.d.

6. Ocena wptywu zanieczyszczen srodowiska na
akumulacje pierwiastkow w tkankach (w oparciu o
badania na zwierzetach).

Dotychczasowe badania wykonane na grupie zab
(gatunek: zaba smieszka) hodowanych w wodach
skazonych otowiem. Ocena akumulacji Pb oraz innych
pierwiastkow w wybranych narzqdach zwierzqt
(mozg, nerki, wqtroba, gonady). Najsilniejsza
akumulacja Pb wystgpita w nerkach i1 wqtrobie (ok.
10x wyzsza niz w kontroli), gonady (ok. 5x ). Mozg:
akumulacja Pb porownywalna z kontrolq. W waqtrobie
1 nerkach zaobserwowano zmiany w akumulacji Cl,
Fe, Cu, Zn, Br, Rb.



DZIEKUJE ZA UWAGE



