STRESZCZENIE

Wstep

Dysplazja oskrzelowo-ptucna (ang. bronchopulmonary dysplasia, BPD) to najczgstsza
przewlekta choroba ptuc wystepujaca u skrajnych wczesniakow, ktéra ma powazne
1 dlugoterminowe konsekwencje. Patogeneza BPD jest wieloczynnikowa 1 wynika
z naktadajacych si¢ na siebie czynnikow takich jak infekcje przed i poporodowe, toksycznos¢
tlenu oraz mechaniczna wentylacja. Tak zwana ,,nowa” BPD ery surfaktantu charakteryzuje si¢
nieprawidlowym rozwojem ptuc, obejmujagcym zmniejszong septacj¢ pecherzykoéw ptucnych,
zaburzong waskularyzacj¢ ptucnego tozyska naczyniowego oraz zmiany patologiczne oskrzeli,
co prowadzi do zmniejszenia mozliwosci oddechowych matych pacjentow. Obecnie
przebudowe drog oddechowych oraz miazszu plucnego ocenia si¢ gtownie na podstawie
barwienia, jednakze uzyskane dane nie dostarczajg informacji na poziomie molekularnym.
Z kolei mikrospektroskopia w podczerwieni charakteryzuje si¢ wysoka czutoscig molekularna,
a w polaczeniu z wielowymiarowg analiza danych dostarcza informacji ilo$ciowych
i jakosciowych o molekutach budujacych tkanke, stanowiac swoisty ,,odcisk palca” badane;j
struktury. Stad tez w niniejszej pracy postanowiono wykorzystaé mozliwosci tej metody
do badan tkanek ptuc w modelu zwierzgcym dysplazji oskrzelowo-plucne;.

Cel pracy

Analiza zmian tkanek pluc w modelu zwierzgcym dysplazji oskrzelowo-plucnej
oraz porownanie uzyskanych wynikow ze zdrowa kontrola.

Material i metody

Wszystkie eksperymenty wykonano w Hudson Institute of Medical Research oraz Australian
Synchrotron w Australii. Do badan wykorzystano mysi model BPD, zaindukowanej poprzez
wywotanie u ciezarnych myszy okotoporodowego stanu zapalnego oraz umieszczenie mysich
oseskow w hiperoksji (65% tlenu, grupa badana), oraz w normoksji (21% tlenu, grupa
kontrolna0. W 28. dniu zycia myszy zostaty humanitarnie u§miercone, a ich ptuca wycigto i po
utrwaleniu  zatopiono w bloczki parafinowe. Do badan mikroskopowych oraz
spektroskopowych wykorzystano roznej grubosci skrawki ptuc pochodzgce od dziesieciu
myszy z grupy kontrolnej oraz jedenastu myszy z grupy badanej. Skrawki do badania
morfometrycznego pgcherzykéw pluc wybarwiono hematoksyling i eozyna. Pozostate skrawki
poddano obrazowaniu mikrospektroskopowemu FPA-FTIR w celu zbadania zmian
w oskrzelach oraz S-FTIR dla oceny zmian w pecherzykach ptucnych. Widma transmisyjne
zostaly zebrane w zakresie 4000-900 cm™ dla oskrzeli oraz 3800-700 cm’



dla pecherzykow, z rozdzielczoscia spektralng 4 cm™. Kazda probke poddano obrazowaniu
przynajmniej trzykrotnie w roznych obszarach, odpowiadajacych $cianom oskrzeli
lub pecherzykow ptlucnych, wyznaczonych uprzednio na kompatybilnych skrawkach
wybarwionych. Po wstepnym przetwarzaniu map chemicznych, uzyskane widma zostaly
opisane pod katem wystepujacych w nich charakterystycznych pasm. W kolejnym etapie
procesu badawczego obliczono wspotczynniki absorbancji i poddano widma analizie PCA.
Wyniki

Wyniki wszystkich wykonanych analiz wykazaly wyrazne réznice pomiedzy tkanka phuc
osobnikow chorych i zdrowych. Analiza morfometryczna wykazata 60% redukcje ilo$ci
pecherzykéw phlucnych, 80% spadek powierzchni wymiany gazowej oraz dwukrotne
powickszenie rozmiaru pecherzykow plucnych w grupie badanej. Zmiany molekularne
w Scianach oskrzeli dotyczg glownie wzrostu ilosci konformacji a-helisy amidu I-rzedowego,
wzrostu ilo$ci kolagenu oraz tyrozyny. Z kolei zmiany molekularne w pecherzykach plucnych
dotycza zar6wno zmian ilosciowych amidéw I i II rzgdu, kolagenu, tyrozyny, DNA czy RNA,
jak rowniez zmian konformacyjnych tych zwigzkow. Zgromadzone dane potwierdzaja obraz
patologiczny ,,nowej” BPD, w ktorej obserwuje si¢ mniejsze zmiany w oskrzelach, a znacznie
wieksze w pecherzykach ptucnych.

Whioski

1. Mikrospektroskopia w podczerwieni FTIR jest odpowiednio czulym narzedziem
do charakteryzowania zmian w ptucach w przebiegu dysplazji oskrzelowo-plucnej
w populacji zwierzecej (myszy).

2. Stwierdza si¢ wysoka zgodno$¢ otrzymanych wynikéw z wynikami innych metod
badania zmian patologicznych w dysplazji oskrzelowo-ptucne;.

3. Z uwagi na fakt, ze analizy spektralne i chemometryczne $cian oskrzeli wykazaty
znaczng zgodno$¢ pomiedzy zestawami danych z réznych przedziatéw czasowych,
istnieje mozliwos¢ wykonania modelu klasyfikacyjnego bazujacego na uzyskanych
wynikach, jednak wykracza to poza ramy niniejszej pracy.

4. Istnieje konieczno$¢ przeprowadzenia kolejnych badan z wykorzystaniem dodatkowych
metod komplementarnych takich jak spektroskopia Ramana, spektroskopia $wiatta
widzialnego i ultrafioletu, czy spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego.

5. Celowym jest przeprowadzenie badan na wigkszej populacji osobnikdéw, co pozwoli

na podwyzszenie statystycznej wiarygodnosci wynikoéw przeprowadzonych badan.
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