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Streszczenie 

Urazowe uszkodzenie mózgu (ang. traumatic brain injury, TBI) stanowi poważne wyzwanie 

socjoekonomiczne. Z tego względu intensywnie poszukuje się terapii, które mogłyby 

minimalizować długofalowe następstwa TBI. Jednym z proponowanych podejść jest 

wykorzystanie diety ketogenicznej (ang. ketogenic diet, KD), która znajduje kliniczne 

zastosowanie w leczeniu padaczki lekoopornej. Skuteczność leczenia w TBI może być zależna 

od wielu czynników, w tym od płci oraz momentu wdrożenia terapii. W związku z tym w 

niniejszej pracy zbadano wpływ KD oraz płci badanych zwierząt na rozwój blizny glejowej po 

TBI. 

Oprócz metod terapeutycznych istotne jest również rozwijanie i poszukiwanie nowych narzędzi 

diagnostycznych, umożliwiających szybką i precyzyjną ocenę zmian zachodzących w 

przebiegu TBI, w tym identyfikację markerów procesu chorobowego oraz zmian 

indukowanych przez zastosowanie KD. W pracy oceniono potencjał instrumentalnych metod 

spektroskopii atomowej i molekularnej jako narzędzi do badań nad procesem formowania się 

blizny glejowej. Analizie poddano próbki pochodzące od zwierząt doświadczalnych, 

obejmujące skrawki mózgu oraz mineralizaty wybranych narządów wewnętrznych. Badania 

przeprowadzono z wykorzystaniem mikrospektroskopii w podczerwieni z transformatą 

Fouriera (ang. Fourier transform infrared microspectroscopy, FTIRM), spektroskopii Ramana 

(ang. Raman spectroscopy, RS), fluorescencji rentgenowskiej całkowitego odbicia (ang. total 

reflection X-ray fluorescence, TXRF) oraz fluorescencji rentgenowskiej ze wzbudzeniem 

synchrotronowym (ang. synchrotron X-ray fluorescence, SR-XRF). 

Jednym z głównych celów badań była identyfikacja molekuł i pierwiastków, których 

akumulacja w tkance zmienia się w wyniku TBI oraz modyfikacji, jakie wprowadza w tym 

zakresie KD, w zależności od płci badanych zwierząt. Analizy prowadzone z wykorzystaniem 

techniki FTIRM wykazały, że rozwój blizny glejowej powoduje wyraźne zmiany w składzie 

biomolekularnym kory mózgowej. Obserwowano spadek zawartości związków zawierających 

grupy fosforanowe, cholesterolu i jego estrów, związków zawierających grupy karbonylowe 

oraz lipidów, szczególnie nienasyconych. Odwrotne tendencje zaobserwowano w przypadku 

drugorzędowej struktury białek – na wczesnym etapie rozwoju blizny glejowej stwierdzono 

wzrost względnej zawartości białek o strukturze β-kartki. Dane uzyskane za pomocą RS 

okazały się przydatne w ocenie wpływu KD na rejon kory mózgowej niezwiązany bezpośrednio 

z uszkodzeniem pierwotnym. Efekty KD były szczególnie wyraźne u samic, u których 

odnotowano wzrost poziomu cytochromu C/DNA, estryfikacji lipidów, amidu III oraz stopnia 

nienasycenia lipidów – podobne, choć mniej intensywne zmiany, obserwowano również u 

samców. Analizy skrawków mózgów przeprowadzono także z wykorzystaniem techniki SR-

XRF, co pozwoliło szczegółowo ocenić fizjologię rozwoju blizny glejowej w czasie. 

Najistotniejsze obserwacje dotyczyły zmian w rozkładzie pierwiastków takich jak wapń, żelazo 

i miedź. Nie stwierdzono, natomiast istotnego modyfikującego wpływu KD w tym zakresie. Ze 

względu na potencjalnie plejotropowe działanie KD, oceniono również wpływ diety na narządy 

wewnętrzne. Analizie poddano wątrobę, nerki i śledzionę, a ich mineralizaty zbadano za 

pomocą metody TXRF. Uzyskane wyniki potwierdziły obciążający wpływ KD na organy 

wewnętrzne, przy czym szczególnie wrażliwe na dietę okazały się nerki, w których stwierdzono 

znaczące odchylenia poziomów wapnia i fosforu w porównaniu z grupą kontrolną. 

Zastosowanie metod spektroskopowych dostarczyło nowego wglądu w odpowiedź organizmu 

szczurów na KD w warunkach TBI. Każda z wykorzystanych technik spektroskopowych 

okazała się przydatna w charakteryzowaniu profilu obserwowanych zmian. FTIRM umożliwiła 

precyzyjne wyznaczenie granic obszaru powstałego uszkodzenia. Wpływ diety ketogenicznej 

na przebieg TBI oraz skład molekularny kory mózgowej został zobrazowany przy użyciu RS. 

Natomiast technika TXRF dostarczyła informacji na temat zmian w składzie pierwiastkowym 

narządów wewnętrznych. Z kolei analizy przeprowadzone z wykorzystaniem SR-XRF 
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zwróciły uwagę na dynamikę zmian w akumulacji pierwiastków w obrębie formującej się 

blizny glejowej, co przyczynia się do lepszego zrozumienia procesu pourazowej reakcji 

glejowej.  
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Abstract 

Traumatic brain injury (TBI) poses a significant socioeconomic challenge. Consequently, there 

is an intensive search for therapies that could minimize the long-term sequelae of TBI. One 

proposed approach is the application of the ketogenic diet (KD), which finds clinical use in the 

management of drug-resistant epilepsy. Therapeutic efficacy in TBI may depend on numerous 

factors, including sex and the timing of intervention. Therefore, this study investigated the 

impact of KD and the sex of the subjects on glial scar formation following TBI.  

Beyond therapeutic strategies, it is crucial to develop and explore novel diagnostic tools that 

enable rapid and precise assessment of TBI-associated changes, including the identification of 

disease markers and alterations induced by KD administration. This study evaluated the 

potential of instrumental atomic and molecular spectroscopy methods as tools for investigating 

glial scar formation. Analysis was performed on samples from experimental animals, 

comprising brain sections and mineralizates of selected internal organs. The research employed 

Fourier transform infrared microspectroscopy (FTIRM), Raman spectroscopy (RS), total 

reflection X-ray fluorescence (TXRF), and synchrotron radiation X-ray fluorescence (SR-

XRF).  

A primary objective was to identify molecules and elements whose tissue accumulation changes 

due to TBI and to determine how KD modifies these alterations depending on the sex of the 

subjects. FTIRM analyses demonstrated that glial scar development induces distinct changes in 

the biomolecular composition of the cerebral cortex. A decrease was observed in the content of 

compounds containing phosphate groups, cholesterol and its esters, compounds containing 

carbonyl groups, and lipids, particularly unsaturated ones. Conversely, regarding protein 

secondary structure, an increase in the relative content of β-sheet structures was observed during 

the early stage of glial scar formation. Data obtained via RS proved valuable in assessing the 

impact of KD on cortical regions not directly involved in the primary injury. KD effects were 

particularly pronounced in females, who exhibited increased cytochrome C/DNA ratios, lipid 

esterification, amide III levels, and lipid unsaturation degrees; similar, albeit less intense, 

changes were also observed in males. Brain section analyses were also conducted using SR-

XRF, allowing for a detailed temporal assessment of glial scar physiology. The most significant 

observations concerned changes in the distribution of elements such as calcium, iron, and 

copper. However, no significant modifying effect of KD was found in this regard. Given the 

potentially pleiotropic effects of KD, the diet's impact on internal organs was also evaluated. 

The liver, kidneys, and spleen were analysed, and their mineralizates were examined using 

TXRF. The results confirmed the burdening effect of KD on internal organs; the kidneys 

appeared particularly sensitive, showing significant deviations in calcium and phosphorus 

levels compared to the control group.  

The application of spectroscopic methods provided new insights into the systemic response of 

rats to KD under TBI conditions. Each of the employed spectroscopic techniques proved useful 

in characterizing the profile of observed changes. FTIRM enabled the precise delineation of the 

injury boundaries. The impact of the ketogenic diet on TBI progression and the molecular 

composition of the cerebral cortex was elucidated using RS. Meanwhile, TXRF provided 

information regarding changes in the elemental composition of internal organs. Finally, SR-

XRF analyses highlighted the dynamics of elemental accumulation within the forming glial 

scar, contributing to a better understanding of the post-traumatic glial response. 
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Układ rozprawy 
Na niniejszą rozprawę doktorską składają się trzy publikacje [A1-A3] oraz jeden manuskrypt 

przesłany do publikacji [S1] dotyczące wykorzystania zaawansowanych metod 

spektroskopowych w badaniach wpływu diety ketogenicznej na rozwój blizny glejowej oraz 

homeostazę organizmu. Artykuły [A1] i [A3] skupiają się na użyteczności metod spektroskopii 

wibracyjnej do oceny zmian molekularnych, jakie wywołuje uszkodzenie pierwotne mózgu 

oraz zbadania zmian towarzyszących rozwojowi blizny glejowej w zależności od płci zwierząt. 

Artykuł [A2] dotyczy wykorzystania fluorescencji rentgenowskiej całkowitego odbicia (ang. 

total reflection X-ray fluorescence, TXRF) w analizie wpływu badanej diety 

wysokotłuszczowej na homeostazę pierwiastkową organów wewnętrznych, podejmuje również 

temat zawartości analizowanych pierwiastków w stosowanej karmie.  

Manuskrypt artykułu [S1], który w momencie przygotowywania rozprawy znajduje się w 

recenzji w czasopiśmie Spectrochimica Acta A, zawiera wyniki uzyskane za pomocą metod 

mikrospektroskopii w podczerwieni z transformatą Fouriera (ang. Fourier transform infrared 

microspectroscopy, FTIRM), spektroskopii Ramana (ang. Raman spectroscopy, RS) oraz 

fluorescencji rentgenowskiej ze wzbudzeniem synchrotronowym (ang. synchrotron X-ray 

fluorescence, SR-XRF), które ukazują wpływ diety ketogenicznej (ang. ketogenic diet, KD) na 

rozwój blizny glejowej.  

[A1] Kamil Kawoń, Zuzanna Setkowicz, Agnieszka Dróżdż, Krzysztof Janeczko, Joanna 

Chwiej, The methods of vibrational microspectroscopy reveals long-term biochemical 

anomalies within the region of mechanical injury within the rat brain, Spectrochimica Acta A 

Mol Biomol Spectrosc 2021; 263, 120214. https://doi.org/10.1016/J.SAA.2021.120214.  

[A2] Kamil Kawoń, Marzena Rugieł, Zuzanna Setkowicz, Katarzyna Matusiak, Aldona 

Kubala-Kukuś, Ilona Stabrawa, Karol Szary, Zuzanna Rauk, Joanna Chwiej, Ketogenic diet 

influence on the elemental homeostasis of internal organs is gender dependent, Scientific 

Reports 2023 13:1 13 (2023) 1–11. https://doi.org/10.1038/s41598-023-45611-4. 

[A3] Kamil Kawoń, Zuzanna Setkowicz, Zuzanna Rauk, Joanna Chwiej, Vibrational 

spectroscopy methods reveal biochemical changes associated with the glial scar formation 

after traumatic brain injury, Spectrochimica Acta A Mol Biomol Spectrosc 2025; 345, 126782. 

https://doi.org/10.1016/j.saa.2025.126782.  

[S1] Kamil Kawoń, Zuzanna Setkowicz, Zuzanna Rauk, Mateusz Czyżycki, Aleksandra Wilk, 

Anna Sławek, Jakub Cieślak, Giuliana Aquilanti, Ilaria Carlomagno, Agnieszka Dróżdż, Joanna 

Chwiej, Modulatory role of the ketogenic diet in glial scar formation after traumatic brain 

injury - FTIR, Raman and X-ray fluorescence microscopy study, (W recenzji w Spectrochimica 

Acta A Mol Biomol Spectrosc) 
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1. Wprowadzenie 
Urazowe uszkodzenie mózgu (ang. traumatic brain injury, TBI) jest rodzajem urazu, który 

powstaje w wyniku działania zewnętrznych sił powodujących czasowe lub stałe, funkcjonalne 

lub strukturalne uszkodzenie mózgu [1,2]. TBI stanowi wyzwanie dla służby zdrowia oraz ze 

względów społeczno-ekonomicznych, gdyż każdego roku odnotowuje się ok. 50 milionów jego 

nowych przypadków [3]. Większość z nich to przypadki łagodne, które nie zmieniają 

przewidywanej długości życia, natomiast mogą prowadzić do pojawiających się w późniejszym 

czasie niepełnosprawności [4]. 

TBI możemy podzielić na dwa rodzaje, w zależności od czasu mijającego od uszkodzenia oraz 

następujących po sobie mechanizmów. Pierwotne TBI wywoływane jest w momencie 

wystąpienia sił zewnętrznych i może obejmować złamania czaszki, stłuczenie, wstrząśnienie 

mózgu i rozdarcie tkanek [5]. Wtórne TBI następuje w wyniku odpowiedzi komórkowych, 

zmian tkankowych i/lub behawioralnych, które mają miejsce w ciągu godzin, dni lub nawet lat 

po wystąpieniu urazu pierwotnego [6]. Powstające okno czasowe, w zależności od 

zachodzących procesów, umożliwia zastosowanie terapii, która może zminimalizować lub 

nawet wyeliminować negatywne skutki nieleczonego wtórnego urazu mózgu.  

W poszukiwaniu terapii, która wywołałaby pożądane złagodzenie lub zahamowanie 

szkodliwych zmian w mózgu po wystąpieniu urazu pierwotnego, skierowaliśmy swoją uwagę 

na KD, która od lat stosowana jest w leczeniu padaczki lekoopornej [7]. Wystąpienie padaczki 

może być następstwem udarów oraz TBI, ponadto 30% procent cierpiących na to schorzenie 

osób jest diagnozowane jako oporni na dotychczas stosowane lub dostępne leczenie [8,9]. Jako 

podejście alternatywne do operacji chirurgicznych mających na celu usunięcie obszarów 

mózgu odpowiedzialnych za wywoływanie ataków padaczkowych stosuje się KD. Mechanizm 

działania tej diety jest plejotropowy, jednak w kontekście padaczki lekoopornej 

zidentyfikowano kilka obszarów, które potwierdzają jej kliniczne działanie i skuteczność [10]. 

Ciała ketonowe, takie jak β-hydroksymaślan (ang. β-hydroxybutyrate, BHB) i acetooctan (ang. 

acetoacetate, AcAc), wykazują wieloaspektowy wpływ na funkcjonowanie mózgu, 

wykraczający poza ich tradycyjną rolę jako źródła energii. W kontekście padaczki, ich działanie 

obejmuje modulację licznych kanałów jonowych oraz szlaków sygnalizacyjnych, co przekłada 

się na obniżenie pobudliwości neuronalnej. Mechanizm przeciwdrgawkowy ciał ketonowych 

wynika między innymi z aktywacji kanałów potasowych (K-ATP) [11]. W warunkach, gdy 

metabolizm glukozy generuje cytoplazmatyczne rezerwy ATP, przejście na ketolizę powoduje 

względny spadek ATP w cytoplazmie, co sprzyja otwarciu tych kanałów [11]. Otwarcie K-ATP 

prowadzi do hiperpolaryzacji neuronów i stabilizacji ich potencjału spoczynkowego, 

zmniejszając ryzyko nadmiernego wyładowania. Ponadto, BHB bezpośrednio oddziałuje z 

tryptofanem na jednostkę KCNQ3 (kanał potasowy bramkowany napięciem), prowadzi do 

hiperpolaryzacji komórki i redukuje częstotliwość wyładowań [12,13]. W obszarze transmisji 

synaptycznej ciała ketonowe wpływają na transport glutaminianu do pęcherzyków 

synaptycznych – AcAc konkuruje z jonami chlorkowymi o miejsce allosteryczne na 

transporterach VGLUT, co skutkuje ograniczeniem ilości uwalnianego glutaminianu, 

głównego neuroprzekaźnika pobudzającego [14,15]. Dodatkowo, modyfikacja metabolizmu 

cyklu Krebsa przez ketony sprzyja zwiększeniu syntezy GABA, kluczowego neuroprzekaźnika 

hamującego, co może tłumaczyć obserwowany wzrost jego stężenia u pacjentów stosujących 

KD [16,17]. Warto także podkreślić, że ciała ketonowe wpływają na funkcjonowanie kanałów 

ASIC1a, które reagują na zmiany pH. Choć mechanizm ich interakcji z ketonami pozostaje 

przedmiotem badań, sugeruje się, że modulacja tych kanałów może przyczyniać się do 

terminacji napadów padaczkowych [18,19]. BHB zwiększa próg otwarcia mitochondrialnych 

porów przejściowych (mPT), co stabilizuje poziomy wapnia w cytoplazmie i zapobiega 

nadmiernemu pobudzeniu neuronów [20–22]. Omówione powyżej mechanizmy tłumaczą, 

dlaczego KD, przez zwiększenie stężenia ciał ketonowych, znajduje zastosowanie w leczeniu 
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padaczki opornej na standardową farmakoterapię, oferując nowatorskie perspektywy 

terapeutyczne oparte na precyzyjnym modulowaniu różnych obszarów funkcjonowania mózgu.  

Myśląc o zastosowaniu KD jako terapii zapobiegania negatywnym skutkom TBI należy 

omówić powszechnie stosowane modele uszkodzenia mózgu. Do celów badawczych 

wykorzystuje się modele zwierzęce, które umożliwiają precyzyjną kontrolę parametrów 

uszkodzenia oraz pozwalają na dogłębne analizy mechanizmów na poziomie tkankowym, 

komórkowym i molekularnym. Modele eksperymentalne obejmują między innymi: model 

symulowanego uderzenia, model kontrolowanego uszkodzenia kory, model rotacyjny oraz 

model wywołania uszkodzenia przez impuls płynu. W modelu symulowanego uderzenia stosuje 

się specjalistyczne urządzenie, które generuje kontrolowany cios w głowę zwierzęcia, cios ten 

może być uzyskany np. poprzez swobodny spadek ciężarka [23]. Wśród najczęściej 

wykorzystywanych modeli, które symulują uszkodzenia spowodowane spadkiem ciężarka, 

wyróżnia się modele Feeneya, Marmarou oraz Shohami. Model Feeneya polega na upuszczeniu 

ciężarka na odsłoniętą oponę twardą (łac. dura mater) po wykonanej kraniotomii [24], podczas 

gdy w modelu opracowanym przez Marmarou, ciężarek spada na płytkę przymocowaną do 

głowy zwierzęcia [25], oraz model Shohami, powodujący odpowiednio rozproszone lub 

miejscowe uszkodzenia. Wspomniane metody umożliwiają odtworzenie różnorodnych 

scenariuszy mechanicznych zaburzeń [26]. Model kontrolowanego uszkodzenia kory (ang. 

controlled cortical injury, CCI) polega na precyzyjnym oddziaływaniu na korę mózgową, gdzie 

zarówno wielkość, jak i głębokość ingerencji są ściśle określone [23]. Taki model pozwala na 

zachowanie wysokiej powtarzalności eksperymentu oraz kontrolę nad intensywnością 

wywołanego zaburzenia, co jest niezwykle istotne dla badań nad mechanizmami naprawczymi 

i neuroprotekcyjnymi. Model rotacyjny, opracowany przez Namjoshi, symuluje przypadki 

uszkodzeń głowy typowych dla kolizji samochodowych i innych sytuacji, w których w wyniku 

uderzenia następuje gwałtowna rotacja lub przemieszczenie głowy [27]. W tym modelu zwierzę 

umieszczane jest w urządzeniu, które stosuje kontrolowane siły rotacyjne na głowę, 

umożliwiając tym samym odtworzenie dynamicznych mechanizmów zaburzeń. Natomiast 

model wywołania uszkodzenia przez impuls płynu (ang. fluid percussion injury, FPI) polega na 

działaniu impulsu płynu o odpowiednio dobranej sile, który uderza w odsłoniętą oponę twardą 

[28]. Taki impuls powoduje przemieszczenie i deformację tkanki mózgowej, a stopień nasilenia 

zaburzenia zależy od głębokości ugięcia opony twardej oraz prędkości oraz siły impulsu. W 

niniejszym badaniu zastosowano model penetracyjnego uszkodzenia kory u szczurów. Model 

ten, z powodzeniem wykorzystany w badaniach dotyczących reakcji glejowej na zaburzenia 

oraz ich epileptogennych efektów, charakteryzuje się stosunkowo niewielkim stopniem 

mechanicznego uszkodzenia mózgu, ale jednocześnie powoduje naruszenie bariery krew-mózg 

[29–33]. Taki model umożliwia precyzyjne badanie mechanizmów patofizjologicznych oraz 

procesów naprawczych zachodzących po incydencie, stanowiąc cenne narzędzie w badaniach 

nad konsekwencjami mechanicznych zakłóceń funkcjonowania ośrodkowego układu 

nerwowego. 

Oprócz poszukiwań terapii zdolnych do minimalizowania skutków ubocznych TBI, równie 

ważne jest poszukiwanie metod diagnostycznych, które będą w stanie zapewnić szybką i trafną 

diagnozę, co jest kluczowe dla podjęcia odpowiedniego leczenia. W przypadku eksperymentu 

będącego podstawą badań niniejszej rozprawy stosowano diagnostykę post mortem, która 

cechuje się tym, że możemy zajrzeć w głąb tkanek, do których w trakcie diagnostyki 

prowadzonej przyżyciowo nie mielibyśmy dostępu. Diagnostyka TBI opiera się na badaniu 

przekrojów mózgu po resekcji, analizie płynu mózgowo-rdzeniowego, analizie surowicy krwi 

lub obrazowaniu z wykorzystaniem tomografii komputerowej i magnetycznego rezonansu 

jądrowego. Pierwsze z przedstawionych podejść dotyczy zwierzęcych modeli TBI, gdzie mamy 

dostęp do szerokiego wachlarza technik od metod instrumentalnych po barwienie 

immunohistochemiczne i histochemiczne. Biorąc pod uwagę charakter niniejszej rozprawy 

szczególnie interesujące jest zastosowanie technik spektroskopowych, w tym FTIRM [34,35], 
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RS [36,37] i SR-XRF [38,39] w badaniach nad TBI. Jednak patologie i schorzenia układu 

nerwowego, jakie można badać przy wykorzystaniu tych technik nie ograniczają się do badań 

nad urazem mózgu, jak również nie ograniczają się do stosowania skrawków tkanek jako 

próbek badawczych. W diagnostyce medycznej ceniona jest możliwość identyfikacji schorzeń 

z łatwo dostępnych materiałów biologicznych, do których zaliczamy krew i jej składniki, ślinę, 

czy trochę trudniej pozyskiwany płyn mózgowo-rdzeniowy [40]. Największą zaletą w 

wykorzystaniu płynu mózgowo-rdzeniowego i surowicy krwi w celu identyfikacji zmian lub 

markerów TBI jest możliwość ich przyżyciowego pobrania oraz sposobność do badania 

zachodzących zmian w czasie na materiale pochodzącym od tego samego osobnika. Analiza 

płynu mózgowo-rdzeniowego przy wykorzystaniu FTIRM ma swoje zastosowanie w badaniach 

nad chorobami neurodegeneracyjnymi [41–43], natomiast surowicę krwi bada się w kontekście 

TBI [44]. Również RS jest z powodzeniem stosowana do badania płynu mózgowo-

rdzeniowego w przypadku TBI i chorób neurodegeneracyjnych [45,46]. Anomalie w składzie 

pierwiastkowym płynów ustrojowych analizowane z wykorzystaniem zjawiska fluorescencji 

rentgenowskiej, niezależnie od finalnie zastosowanego układu aparaturowego, zostały 

wykorzystane w badaniach nad powiązaniem metali ciężkich w płynie mózgowo rdzeniowym 

z markerami choroby Alzheimera [47]. Powyższe przykłady zastosowań biomedycznych 

FTIRM, RS i XRF potwierdzają ich użyteczność w badaniach nad patologiami układu 

nerwowego. Możliwość badania szerokiego spektrum próbek, względna łatwość w 

pozyskiwaniu materiału badawczego oraz podkreślana przez badaczy, stosujących te techniki, 

specyficzność wykrywanych zmian zachodzących pod wpływem czynników patologicznych i 

schorzeń potwierdza słuszność wyboru FTIRM, RS i XRF do badania wpływu KD na rozwój 

blizny glejowej.  

Spektroskopia, jako narzędzie analityczne polegające na interpretacji widm będących efektem 

oddziaływania promieniowania elektromagnetycznego z materią próbki, znajduje szerokie 

zastosowanie w wielu dziedzinach nauki. Jednym z podstawowych kryteriów klasyfikacji 

metod spektroskopowych jest rodzaj informacji, jakiej dostarczają, a w szczególności poziom 

organizacji materii, którego dotyczą. Na tej podstawie wyróżnia się m.in. spektroskopię 

molekularną oraz spektroskopię atomową. Metody molekularne dostarczają informacji o 

budowie chemicznej związków, rodzaju wiązań oraz zmianach strukturalnych cząsteczek. Do 

tej grupy należą m.in. spektroskopia FTIRM oraz RS, które umożliwiają analizę drgań 

molekularnych i dlatego stanowią czułe narzędzie do badania zmian biochemicznych w 

białkach, lipidach czy kwasach nukleinowych [48–50]. Z kolei spektroskopia atomowa 

koncentruje się na oznaczaniu składu pierwiastkowego oraz stężeń poszczególnych 

pierwiastków, niezależnie od ich formy chemicznej. Przykładem takiej techniki jest 

fluorescencja rentgenowska (ang. X-ray fluorescence, XRF), w tym metoda TXRF, która 

umożliwia ilościową analizę pierwiastków śladowych w próbkach ciekłych, oraz SR-XRF, 

zapewniająca wysoką czułość i rozdzielczość przestrzenną pomiarów [51,52]. 

W niniejszej pracy do analizy zmian molekularnych w tkance mózgowej zastosowano metody 

spektroskopii wibracyjnej: FTIRM oraz RS, które dostarczają komplementarnych informacji 

wynikających z odmiennych mechanizmów oddziaływania promieniowania 

elektromagnetycznego z materią. Spektroskopia FTIRM opiera się na zjawisku absorpcji 

promieniowania podczerwonego przez drgające molekuły, prowadzącej do wzbudzeń 

oscylacyjnych aktywnych w podczerwieni. Warunkiem obserwacji pasma jest zmiana 

momentu dipolowego cząsteczki w trakcie drgania. W efekcie metoda ta jest szczególnie czuła 

na drgania ugrupowań polarnych i asymetrycznych [53,54]. W pracy wykorzystano FTIRM do 

topograficznej i półilościowej oceny intensywności pasm odpowiadających białkom, lipidom, 

cholesterolowi i jego estrom oraz grupom fosforanowym, co umożliwiło ocenę zmian składu 

molekularnego tkanki mózgu oraz modyfikacji strukturalnych białek i tłuszczów wywołanych 

urazem i KD. 
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RS bazuje na nieelastycznym rozpraszaniu promieniowania, w którym przesunięcie 

częstotliwości promieniowania rozproszonego względem padającego wynika z wymiany 

energii z drgającymi cząsteczkami. Aktywność Ramana jest związana ze zmianą 

polaryzowalności cząsteczki podczas drgania, co sprawia, że technika ta jest szczególnie 

wrażliwa na symetryczne ugrupowania chemiczne oraz wiązania bogate w elektrony [55–57]. 

W niniejszej pracy RS została wykorzystana do analizy zmian w strukturze lipidów, w 

szczególności stopnia ich nienasycenia, oraz do oceny modyfikacji wybranych składników 

molekularnych, słabiej widocznych w widmach FTIRM. 

Zastosowanie obu technik pozwoliło na uzyskanie komplementarnego opisu zmian 

biochemicznych zachodzących w tkance mózgowej, wynikających z lokalnego urazu oraz 

interwencji dietetycznej, przy jednoczesnym zachowaniu wysokiej czułości na różne klasy 

drgań molekularnych. 

W niniejszej pracy do analizy składu pierwiastkowego zastosowano dwie techniki 

spektroskopii atomowej: TXRF oraz SR-XRF. Obie metody bazują na tym samym 

mechanizmie fizycznym, czyli zjawisku fluorescencji rentgenowskiej, ale różnią się geometrią 

pomiaru, wymaganiami aparaturowymi oraz zakresem uzyskiwanej informacji. 

Fluorescencja rentgenowska polega na wzbudzeniu atomów próbki poprzez jonizację 

wewnętrznych powłok elektronowych, najczęściej powłoki K lub L. W wyniku oddziaływania 

z promieniowaniem pierwotnym dochodzi do wybicia elektronu z powłoki o niskiej energii 

wiązania, a powstała luka jest wypełniana przez elektron przechodzący z powłoki o wyższej 

energii. Procesowi temu towarzyszy emisja fotonu o energii charakterystycznej dla danego 

pierwiastka. Rejestrowane linie emisyjne odpowiadają konkretnym przejściom elektronowym: 

linia Kα związana jest z przejściem elektronu z powłoki L na K, linia Kβ z przejściem z powłoki 

M na K, natomiast linie serii L odpowiadają przejściom z powłoki M na L. Analiza energii i 

intensywności tych linii umożliwia jakościowe i ilościowe oznaczenie pierwiastków obecnych 

w próbce [58]. 

Technika SR-XRF opiera się na wzbudzaniu atomów próbki przy użyciu intensywnej wiązki 

promieniowania rentgenowskiego generowanej w źródle synchrotronowym. Promieniowanie 

to charakteryzuje się nie tylko bardzo wysoką intensywnością, lecz także dużym stopniem 

naturalnej kolimacji oraz możliwością precyzyjnego doboru energii wiązki dzięki zastosowaniu 

układów monochromatyzujących. Odpowiednia konfiguracja optyczna linii synchrotronowej, 

obejmująca m.in. monochromatory, kolimatory i optykę rentgenowską, pozwala na 

prowadzenie pomiarów z rozdzielczością przestrzenną sięgającą nawet ułamków mikrometra. 

Duża intensywność promieniowania przekłada się na uzyskiwane granice detekcji 

pierwiastków oraz czas pomiaru, a precyzyjne systemy pozycjonowania próbki pozwalają na 

mapowanie składu pierwiastkowego w dwóch i trzech wymiarach [59–61]. W niniejszej pracy 

technikę SR-XRF wykorzystano do dwuwymiarowego mapowania rozkładu pierwiastków w 

obszarze uszkodzenia pierwotnego mózgu. Uzyskane wyniki porównano pomiędzy osobnikami 

obu płci, w różnych punktach czasowych od wywołania uszkodzenia kory mózgowej oraz w 

zależności od stosowanej diety. 

Technika TXRF opiera się na zjawisku całkowitego odbicia promieniowania rentgenowskiego 

od gładkiego podłoża przy bardzo małych kątach padania. W metodzie wiązka pierwotna 

promieniowania X jest kierowana na nośnik próbki pod kątem mniejszym niż kąt krytyczny 

𝜑𝑐𝑟𝑖𝑡, którego wartość jest ściśle określona dla danej energii promieniowania oraz rodzaju 

materiału nośnika. Dla kątów 𝜑 < 𝜑𝑐𝑟𝑖𝑡 współczynnik odbicia osiąga wartość bliską jedności 

(𝑅 ≈ 1), co oznacza niemal całkowite odbicie wiązki od powierzchni podłoża. W tych 

warunkach głębokość penetracji promieniowania X w materiał jest bardzo mała i wynosi 

zaledwie kilka nanometrów. Taka geometria pomiaru powoduje, że promieniowanie pierwotne 

praktycznie nie wnika w podłoże, co prowadzi do istotnej redukcji promieniowania 

rozproszonego oraz minimalizacji efektów matrycowych. Dodatkowo próbka, naniesiona w 

postaci cienkiej warstwy lub mikrokropli na reflektor, znajduje się w polu interferencyjnym 
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wiązki padającej i odbitej, co skutkuje jej wzmocnieniem sygnału fluorescencji w porównaniu 

do tradycyjnych układów pomiarowych XRF. W konsekwencji metoda TXRF charakteryzuje 

się bardzo niskimi granicami wykrywalności pierwiastków, sięgającymi poziomu śladowego 

[51,62,63]. Analizy TXRF prowadzi się zazwyczaj dla całkowicie zmineralizowanych próbek, 

najczęściej trawionych mikrofalowo w kwasie azotowym, co w przypadku niniejszej rozprawy 

pozwoliło uzyskać globalną informację o zmianach w homeostazie pierwiastkowej badanych 

narządów [64,65]. Istotną zaletą metody jest również fakt, że do uzyskania wiarygodnych 

wyników wystarczają bardzo małe objętości próbek, które po naniesieniu na nośnik wymagają 

jedynie wysuszenia przed pomiarem [65]. Detekcja promieniowania fluorescencyjnego odbywa 

się pod kątem 90° względem wiązki pierwotnej, co dodatkowo ogranicza rejestrację 

promieniowania rozproszonego i minimalizuje tło pomiaru [66]. 

Metoda TXRF znalazła szerokie zastosowanie w analizie próbek środowiskowych, w 

szczególności w oznaczaniu zanieczyszczeń metalami ciężkimi [67]. W ostatnich latach 

obserwuje się jednak rosnące zainteresowanie wykorzystaniem TXRF również w badaniach 

próbek biologicznych, gdzie kluczowe znaczenie mają wysoka czułość, niewielka ilość 

materiału oraz możliwość ilościowej analizy wielu pierwiastków jednocześnie [65]. W 

niniejszej pracy technikę TXRF zastosowano do ilościowego porównania stężeń wybranych 

pierwiastków w próbkach narządów pobranych od osobników obu płci, żywionych paszą 

wysokotłuszczową (dla diety ketogenicznej) oraz standardową. 

Zarówno technika SR-XRF, jak i TXRF umożliwiają ilościowe oznaczanie pierwiastków, 

jednak w obu przypadkach stosuje się odmienne podejścia kalibracyjne. W metodzie SR-XRF 

analiza ilościowa opiera się na wykorzystaniu odpowiednich materiałów referencyjnych, które 

zawierają znaną masę powierzchniową danego pierwiastka. Takie podejście jest szczególnie 

istotne w pomiarach cienkich warstw oraz podczas mapowania rozkładu pierwiastków w 

cienkich skrawkach tkanki, gdzie rejestrowany sygnał fluorescencji rentgenowskiej jest 

proporcjonalny do ilości pierwiastka przypadającej na jednostkę powierzchni [68]. W technice 

TXRF ilościowa analiza pierwiastkowa realizowana jest natomiast poprzez zastosowanie 

standardu wewnętrznego, którym jest roztwór pierwiastka nieobecnego naturalnie w badanej 

próbce. Standard ten dodawany jest do próbki w ściśle określonej ilości przed wykonaniem 

pomiaru i pełni rolę odniesienia umożliwiającego przeliczenie intensywności linii 

fluorescencyjnych na bezwzględne stężenia pierwiastków [69]. Zastosowanie standardu 

wewnętrznego pozwala jednocześnie skompensować ewentualne różnice wynikające z 

niejednorodności próbki, zmiennej grubości osadu czy fluktuacji intensywności wiązki 

pierwotnej, co przekłada się na wysoką dokładność i powtarzalność oznaczeń ilościowych. 
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2. Cele i zakres pracy 
Nadrzędnym celem niniejszej pracy było określenie wpływu KD na proces formowania się 

blizny glejowej w mózgu poprzez analizę zmian w składzie molekularnym tkanki oraz w 

zawartości biologicznie istotnych pierwiastków. Do realizacji tego celu zastosowano 

zaawansowane metody spektroskopowe: FTIRM i RS do charakterystyki zmian molekularnych 

oraz SR-XRF i TXRF do jakościowej, ilościowej i topograficznej oraz globalnej analizy składu 

pierwiastkowego. 

Szczegółowe cele badawcze 

1. Ocena przydatności i zakresu stosowalności metod FTIRM, RS, SR-XRF oraz TXRF w 

analizie próbek biologicznych pochodzących z modeli doświadczalnych uszkodzenia mózgu. 

2. Określenie zmian w dystrybucji biomolekuł w tkance mózgowej szczurów zachodzących 

w odpowiedzi na uraz oraz KD, z uwzględnieniem różnic międzypłciowych, z wykorzystaniem 

FTIRM i RS. 

3. Analiza zmian w dystrybucji pierwiastków istotnych biologicznie w tkance mózgowej 

szczurów zachodzących po urazie i w warunkach KD, z uwzględnieniem płci zwierząt, z 

zastosowaniem metody SR-XRF. 

4. Ocena zmian w akumulacji pierwiastków istotnych biologicznie w narządach 

wewnętrznych szczurów (wątroba, nerki, śledziona) zachodzących na skutek KD w zależności 

od płci zwierząt, z wykorzystaniem metody TXRF. 

5. Identyfikacja modyfikacji molekularnych i pierwiastkowych wprowadzonych przez KD w 

procesie formowania blizny glejowej, wskazanie potencjalnego znaczenia biologicznego 

obserwowanych zmian i możliwego efektu klinicznego diety. 

Zakres rozprawy doktorskiej: 

1. Przegląd literatury obejmujący aktualne doniesienia dotyczące mechanizmów 

powstawania uszkodzeń mózgu, zwierzęcych modeli TBI wykorzystywanych w badaniach 

naukowych oraz zastosowania KD w leczeniu schorzeń i urazów neurologicznych. 

2. Udział w eksperymencie in vivo wykonania kontrolowanego uszkodzenia mózgu u 

szczurów obu płci, żywionych dietą standardową i ketogeniczną, w sposób umożliwiający 

analizę dynamiki zachodzących zmian w tkance mózgowej oraz różnic płciowych w procesie 

formowania blizny glejowej. 

3. Wykonanie pomiarów metodami FTIRM i RS w celu zbadania rozkładu molekuł 

biologicznych w skrawkach mózgów szczurzych, w obszarze pierwotnego uszkodzenia. 

4. Analiza wyników uzyskanych metodą TXRF mająca na celu ustalenie wpływu KD na 

homeostazę pierwiastków w narządach wewnętrznych szczurów (nerki, wątroba, śledziona). 

5. Udział w eksperymencie na linii XRF synchrotronu ELETTRA oraz analiza danych z 

pomiarów SR-XRF mających na celu określenie zmian w rozkładzie pierwiastków w rejonie 

pierwotnego uszkodzenia mózgu. 
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3. Materiały i metody 
Eksperymenty niezbędne do realizacji niniejszej rozprawy doktorskiej przeprowadzono w 

Pracowni Neuropatologii Eksperymentalnej Instytutu Zoologii i Badań Biomedycznych 

Uniwersytetu Jagiellońskiego. Hodowla i użytkowanie zwierząt laboratoryjnych (szczury 

Wistar albino, obie płcie) odbywały się zgodnie z pozwoleniem nr 316/2020 wydanym przez II 

Lokalną Komisję Etyczną ds. Doświadczeń na Zwierzętach w Krakowie. Wszystkie procedury 

eksperymentalne realizowano z zachowaniem zasad dobrostanu zwierząt, zgodnie z 

obowiązującymi przepisami krajowymi oraz międzynarodowymi standardami etycznymi 

dotyczącymi badań na zwierzętach. Wszelkie procedury przeprowadzane z udziałem żywych 

zwierząt i preparatyką próbek były możliwe dzięki wsparciu i przy bezpośrednim udziale prof. 

dr hab. Zuzanny Setkowicz. 

Badane próbki: 

Praca A1 obejmowała analizę skrawków mózgu pobranych z rejonu uszkodzenia pierwotnego 

od ośmiu osobników płci męskiej, u których uraz mózgu wykonano w 60. dniu życia. Skrawki 

umieszczono na szkiełkach MirrIR (Kevley, USA). Materiał do badań pobrano 30 dni po 

zabiegu, co umożliwiło ocenę zmian w składzie oraz strukturze molekuł biologicznych 

charakterystycznych dla w pełni rozwiniętej blizny glejowej. Należy podkreślić, że sąsiednie 

skrawki tej samej tkanki, umieszczone na folii Ultralene, zostały wcześniej wykorzystane do 

analizy zmian w akumulacji i dystrybucji pierwiastków związanych z lokalnym uszkodzeniem 

mózgu (Chwiej, 2011) [38]. 

W pracy A2 analizowano narządy wewnętrzne (nerki, wątrobę i śledzionę) pobrane od 60-

dniowych szczurów obu płci, które przez 33 dni były karmione dietą ketogeniczną lub 

standardową paszą laboratoryjną. Po mineralizacji próbek narządów przeprowadzono analizę 

ich składu pierwiastkowego metodą TXRF w celu oceny wpływu diety wysokotłuszczowej na 

narządową homeostazę pierwiastkową. 

W ramach prac A3 i S1 badano skrawki mózgów pobrane w eksperymencie mającym na celu 

ocenę wpływu diety ketogenicznej na rozwój blizny glejowej. Skrawki o grubości 12 µm 

nanoszono na szkiełka CaF₂ (Crytran, Wielka Brytania) i analizowano metodami spektroskopii 

wibracyjnej (FTIRM i RS). Natomiast skrawki o grubości 20 µm, przeznaczone do analizy 

pierwiastkowej metodą SR-XRF, umieszczano na ultracienkiej folii Ultralene pozbawionej 

pierwiastków śladowych. 

Metody badawcze, aparatura i warunki pomiarowe: 

W pracach A1, A3 oraz S1, w celu identyfikacji molekuł biologicznych, których ilość i/lub 

właściwości strukturalne ulegają zmianie w wyniku rozwoju blizny glejowej oraz zastosowania 

KD, zastosowano dwie komplementarne techniki spektroskopii wibracyjnej: FTIRM oraz RS. 

Badania z wykorzystaniem obu metod przeprowadzono w Laboratorium Biospektroskopii 

Atomowej i Molekularnej na Wydziale Fizyki i Informatyki Stosowanej Akademii Górniczo-

Hutniczej im. Stanisława Staszica w Krakowie. 

Pomiary techniką FTIRM realizowano z użyciem mikroskopu Nicolet iN10 MX (Thermo 

Fisher Scientific). Widma absorpcyjne rejestrowano w zakresie liczby falowej 900-4000 cm⁻¹ 

przy rozdzielczości spektralnej 8 cm⁻¹. Detekcję sygnału prowadzono za pomocą detektora 

MCT-A chłodzonego ciekłym azotem, uśredniając 32 skany na każde widmo. 

Badania Ramanowskie wykonano przy użyciu konfokalnego mikroskopu WITec Alpha 300R, 

wyposażonego w lasery o długościach fali 488 i 532 nm, przy czym w niniejszej pracy 

wykorzystywano wyłącznie linię wzbudzenia 532 nm. Pomiary prowadzono z zastosowaniem 

obiektywu 100× o aperturze numerycznej NA=0,9 (Zeiss EC Epiplan-Neofluar), spektrometru 

UHTS 300 z siatką dyfrakcyjną 600 linii/mm oraz wysokosprawnej, chłodzonej 

termoelektrycznie kamery CCD. Moc lasera na próbce wynosiła 10 mW, a czas integracji 

pojedynczego widma 2,5 s. 
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W pracy A2 do analizy składu pierwiastkowego zastosowano spektroskopię TXRF. Próbki 

przeznaczone do badań przygotowano poprzez mikrofalową mineralizację w kwasie azotowym 

(V), prowadzącą do całkowitego usunięcia materii organicznej, z wykorzystaniem 

mineralizatora SpeedWave4. Analizy przygotowanych mineralizatów wykonano w 

Laboratorium Metod Rentgenowskich Instytutu Fizyki Uniwersytetu Jana Kochanowskiego w 

Kielcach, przy użyciu spektrometru Picofox™ S2 (Bruker). Ilościową analizę pierwiastkową 

przeprowadzono metodą wzorca wewnętrznego z wykorzystaniem roztworu galu. W tym celu 

do próbek o objętości 1,5 ml dodano 50 μl roztworu tego pierwiastka o stężeniu 1000 mg/L. 

Następnie na szkiełka kwarcowe nanoszono po 6 μl badanego roztworu w trzech replikatach i 

suszono na płycie grzejnej. Pomiary wykonano przy napięciu lampy rentgenowskiej 50 kV i 

natężeniu prądu 0,6 mA, a czas integracji widma wynosił 1000 s.  

W pracy S1 do analizy zmian w przestrzennym rozkładzie pierwiastków indukowanych urazem 

mózgu oraz zastosowaniem KD wykorzystano technikę SR-XRF. Pomiary przeprowadzono na 

linii pomiarowej XRF synchrotronu Elettra w Trieście. Linia ta, o długości około 23 m, 

wykorzystuje jako źródło promieniowania rentgenowskiego magnes zakrzywiający (ang. 

bending magnet). W przeciwieństwie do linii wyposażonych w urządzenia wstawkowe 

(undulatory lub wigglery), promieniowanie na tej linii generowane jest jako efekt uboczny 

stabilizacji orbity elektronów. 

Znajdująca się obecnie w przebudowie, linia XRF umożliwiała prowadzenie pomiarów w 

szerokim zakresie energii promieniowania, od 0,7 do 14 keV. W ramach badań skrawki mózgu 

obejmujące obszar uszkodzenia pierwotnego poddawano dwuwymiarowemu skanowaniu 

wiązką promieniowania X o energii 10 keV. Rozmiar plamki padającej na próbkę wynosił 200 

µm × 200 µm. Podczas pomiarów próbki umieszczano w komorze pomiarowej pracującej w 

warunkach próżni (≈10⁻⁷ mbar). Widma fluorescencji rentgenowskiej rejestrowano za pomocą 

detektora krzemowego Bruker XFlash SDD, przy czasie integracji pojedynczego widma 

wynoszącym 15 s w ramach grantu badawczego nr 20230125 oraz z wykorzystaniem 

trzyelementowego detektora krzemowego RaySpec SIRIUS SDD przy czasie integracji 

pojedynczego widma wynoszącym 5 s w ramach grantu badawczego nr 20240069. Uzyskane 

dane umożliwiły analizę zmian w dystrybucji fosforu, siarki, potasu, wapnia, żelaza, miedzi 

oraz cynku w badanych obszarach tkanki mózgowej. 
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4. Streszczenia artykułów 

A1: „The methods of vibrational microspectroscopy reveals long-term biochemical 

anomalies within the region of mechanical injury within the rat brain” 

TBI stanowi istotny problem społeczno-ekonomiczny ze względu na wysoką częstość 

występowania oraz długofalowe konsekwencje neurologiczne. Jednym z kluczowych 

następstw TBI jest rozwój blizny glejowej, której molekularne podłoże pozostaje wciąż nie w 

pełni poznane. Celem badań przedstawionych w publikacji [A1] była identyfikacja anomalii w 

składzie i strukturze molekularnej tkanki mózgowej powstających w wyniku lokalnego 

uszkodzenia kory mózgowej i charakterystycznych dla w pełni uformowanej blizny glejowej. 

Badania przeprowadzono z wykorzystaniem dobrze scharakteryzowanego i powtarzalnego 

modelu TBI, którego istotną zaletą jest ograniczenie cierpienia zwierząt, przy jednoczesnym 

zachowaniu wysokiej powtarzalności uszkodzenia pod względem lokalizacji i objętości urazu. 

Do analizy zmian biochemicznych zastosowano komplementarne techniki spektroskopii 

wibracyjnej: FTIRM oraz RS. Analizie poddano liczne obszary mózgu, w tym korę mózgową 

półkuli uszkodzonej i nieuszkodzonej oraz formację hipokampa po obu stronach mózgu. 

Analiza widm IR umożliwiła identyfikację grup funkcyjnych i klas biomolekuł ulegających 

największym zmianom w obrębie uszkodzenia pierwotnego i uformowanej blizny glejowej. 

Zaobserwowano istotny spadek zawartości grup fosforanowych związanych z fosfolipidami i 

kwasami nukleinowymi, zmniejszenie udziału łańcuchów alifatycznych pochodzących głównie 

od lipidów oraz obniżenie zawartości cholesterolu i jego estrów. Jednocześnie stwierdzono 

wzrost całkowitej zawartości białek w obszarze blizny glejowej w porównaniu z nieuszkodzoną 

korą. Zaobserwowane zmiany strukturalne obejmowały, natomiast, zwiększenie udziału 

struktur β w drugorzędowej strukturze białek oraz zmniejszenie stopnia rozgałęzienia 

łańcuchów alifatycznych lipidów. 

Analizy półilościowe oraz wielowymiarowa analiza statystyczna otrzymanych widm, w tym 

analiza głównych składowych (ang. principal components analysis, PCA), wykazały brak 

istotnych zmian w składzie molekularnym półkuli mózgu nieobjętej urazem. Na podstawie 

danych literaturowych opracowano protokół obróbki widm IR, który obejmował korekcję linii 

bazowej, usunięcie zakresu nieanalitycznego, normalizację wektorową oraz, na potrzeby 

analizy PCA, obliczenie drugiej pochodnej widm absorpcyjnych. Zastosowanie drugiej 

pochodnej umożliwiło lepsze uwidocznienie i identyfikację pasm nakładających się w widmach 

absorpcyjnych. 

Spektroskopia Ramana potwierdziła obserwowane przy użyciu techniki FTIRM zmiany 

molekularne oraz umożliwiła wizualizację zmian morfologicznych, w tym lokalnych różnic w 

grubości kory mózgowej w obszarze rozwiniętej blizny glejowej. Zastosowanie analizy 

klastrowej pozwoliło na wyraźne rozróżnienie obszarów tkanki o odmiennym składzie 

molekularnym w obrębie badanego wycinka kory. 

Uzyskane wyniki potwierdzają, że techniki spektroskopii wibracyjnej, takie jak FTIRM oraz 

spektroskopia i obrazowanie Ramanowskie stanowią skuteczne narzędzia do wykrywania 

długofalowych zmian biochemicznych zachodzących w mózgu po urazie. Przeprowadzone 

badania dostarczają istotnych informacji na temat molekularnych mechanizmów 

towarzyszących procesowi bliznowacenia glejowego oraz wskazują grupy biomolekuł 

najbardziej podatne na zmiany po TBI. Stanowi to istotny punkt wyjścia do dalszych badań nad 

nowymi strategiami terapeutycznymi i metodami monitorowania skutków urazowego 

uszkodzenia mózgu. 
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A2: „Ketogenic diet influence on the elemental homeostasis of internal organs is 

gender dependent” 

KD, charakteryzująca się niską podażą węglowodanów i wysoką zawartością tłuszczów, od 

ponad wieku stosowana jest w leczeniu m.in. padaczki, niektórych nowotworów mózgu oraz 

cukrzycy typu 2. Jednocześnie jej długotrwałe stosowanie wiąże się z ryzykiem wystąpienia 

licznych skutków ubocznych, takich jak niedobory składników odżywczych, kamica nerkowa 

czy zaburzenia hormonalne. W związku z tym istnieje potrzeba zrozumienia mechanizmów 

zmian pierwiastkowych zachodzących w narządach wewnętrznych (wątroba, nerki, śledziona) 

w odpowiedzi na długotrwałe stosowanie KD. 

Celem niniejszych badań było ustalenie wpływu długotrwałego stosowania KD na homeostazę 

pierwiastkową narządów wewnętrznych oraz określenie, czy efekty te różnią się w zależności 

od płci zwierząt. 

Badania przeprowadzono na szczurach szczepu Wistar, które przez 33 dni otrzymywały KD 

(grupa eksperymentalna) lub standardową paszę laboratoryjną (grupa kontrolna). W trakcie 

eksperymentu monitorowano poziom glukozy i ciał ketonowych we krwi; w grupie KD poziom 

ciał ketonowych utrzymywał się powyżej 1 mmol/l, co potwierdzało utrzymanie stanu ketozy. 

W 60. dniu życia od zwierząt pobrano narządy do dalszych analiz. Stężenia pierwiastków (P, 

S, K, Ca, Fe, Cu, Zn i Se) oznaczono przy użyciu techniki TXRF, stosując jako standard 

wewnętrzny gal, pierwiastek naturalnie nieobecny w organizmach żywych. 

Analiza wyników wykazała, że KD wywołuje istotne zmiany w składzie pierwiastkowym 

narządów, przy czym efekty te były wyraźnie zależne od płci. W wątrobie samców dieta 

prowadziła do obniżenia stężeń niemal wszystkich analizowanych pierwiastków (z wyjątkiem 

Fe), natomiast u samic zmiany dotyczyły głównie pierwiastków o wyższych liczbach 

atomowych, takich jak Cu, Zn i Se. W nerkach samców KD wiązała się ze wzrostem stężeń Fe, 

Zn i Ca, podczas gdy u samic obserwowano podwyższone poziomy P i Ca. Najmniej zmian 

odnotowano w śledzionie – u obu płci dieta skutkowała jedynie zwiększeniem zawartości Fe i 

S. 

Wnioski z badań wskazują, że długotrwałe stosowanie restrykcyjnej KD znacząco wpływa na 

homeostazę pierwiastkową narządów wewnętrznych, a reakcja organizmu jest zależna od płci. 

Nie wszystkie obserwowane zmiany można wyjaśnić wyłącznie różnicami w składzie pokarmu, 

co sugeruje istotną rolę procesów metabolicznych i regulacji hormonalnej w kształtowaniu 

zmian pierwiastkowych. Zaobserwowany wzrost stężenia wapnia i fosforu w nerkach 

(szczególnie u samic) może być związany z mechanizmem hiperkalciurii sprzyjającym 

powstawaniu kamieni nerkowych. Z kolei stwierdzona u samców zwiększona akumulacja 

żelaza w śledzionie może wynikać z działania hepcydyny blokującej uwalnianie tego 

pierwiastka w odpowiedzi na indukowaną dietą anemię. W odniesieniu do zmian w wątrobie, 

obniżony poziom potasu można wiązać ze zmniejszoną dostępnością glikogenu, natomiast 

spadek stężenia wapnia i fosforu u samców może wynikać z obniżonego poziomu insuliny, 

który zaburza wchłanianie tych pierwiastków regulowane przez witaminę D.  
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A3: „Vibrational spectroscopy methods reveal biochemical changes associated 

with the glial scar formation after traumatic brain injury” 

TBI stanowi istotny problem zdrowotny i społeczny, prowadząc do wtórnych uszkodzeń mózgu 

i długotrwałych zmian w strukturze oraz funkcji tkanki nerwowej. Zrozumienie mechanizmów 

formowania się blizny glejowej po TBI oraz wpływu płci na te procesy jest kluczowe dla 

identyfikacji potencjalnych celów terapeutycznych i opracowania strategii leczenia. Dlatego 

celem badań przeprowadzonych w pracy [A3] było monitorowanie dynamiki zmian 

molekularnych w korze mózgowej szczurów po TBI oraz ocena, czy procesy te przebiegają 

różnie u samców i samic. 

Eksperyment wykonano wykorzystując szczurzy model penetrującego uszkodzenia kory 

mózgowej, przeprowadzonego w 30. dniu życia zwierząt. Punkty czasowe pobierania próbek 

ustalono na 2., 8., 16. i 30. dzień po urazie. Analizowano zarówno fragmenty tkanki w obrębie 

miejsca urazu pierwotnego, jak i morfologicznie nienaruszoną korę w tej samej półkuli. Do 

oceny zmian molekularnych zastosowano komplementarne techniki spektroskopii wibracyjnej: 

FTIRM oraz RS. 

Uzyskane wyniki wykazały, że w obszarze uszkodzenia występują istotne zmiany w składzie i 

strukturze molekularnej tkanki w porównaniu z otaczającą korą nie wykazującą zmian 

morfologicznych. Zaobserwowano znaczące obniżenie poziomu związków zawierających 

grupy fosforanowe oraz cholesterolu i jego estrów, co wskazuje na uszkodzenie błon 

komórkowych i zmiany w składzie lipidowym w miejscu urazu. Potwierdzono również zmiany 

konformacyjne białek, a mianowicie wzrost względnej zawartości białek o strukturze 

drugorzędowej β, szczególnie na początkowych etapach formowania się blizny, z tendencją do 

normalizacji po 30 dniach od urazu. Obniżona zawartość nienasyconych lipidów w bliźnie, 

szczególnie u samic, sugeruje subtelne różnice płciowe w przebiegu procesów naprawczych. 

RS potwierdziła większą wrażliwość samic na pojawienie się uszkodzenia, zwłaszcza w 

zakresie parametrów dotyczących estryfikacji i stopnia nienasycenia lipidów. 

Wnioski z badań potwierdzają, że techniki FTIRM i RS są skutecznymi narzędziami do 

śledzenia dynamiki zmian molekularnych zachodzących podczas formowania się blizny 

glejowej po TBI. Uraz mózgu prowadzi do utrzymujących się zaburzeń w składzie 

biomolekularnym tkanki, przy czym zmiany w strukturze białek ulegają stopniowej 

normalizacji. Subtelne różnice między płciami, w tym obniżony stopień nienasycenia lipidów 

u samic, mogą stanowić punkt wyjścia do dalszych badań nad mechanizmami regeneracji 

mózgu z uwzględnieniem wpływu płci. 

 

S1: „Modulatory role of the ketogenic diet in glial scar formation after traumatic 

brain injury - FTIR, Raman and X-ray fluorescence microscopy study” 

Praca S1 stanowi rozwinięcie badań przedstawionych w pracy A3, rozszerzając analizę 

molekularną o wpływ KD na rozwój blizny glejowej po TBI w zależności od płci zwierząt. 

Znaczenie tych badań jest istotne klinicznie, gdyż TBI prowadzi do długotrwałych zmian w 

tkance mózgowej, a dieta i czynniki biologiczne, takie jak płeć, mogą modulować procesy 

regeneracyjne i formowanie się blizny. 

Celem pracy było określenie, w jaki sposób KD oraz płeć wpływają na dynamikę zmian 

molekularnych i pierwiastkowych zachodzących w obrębie blizny glejowej. Badania 

prowadzono wykorzystując ten sam model uszkodzenia mózgu, co w pracy [A3] oraz techniki 

FTIRM i RS do analizy zmian molekularnych, a SR-XRF do oceny rozkładu pierwiastków w 

tkance mózgowej. 

Analizy spektroskopowe wykazały wpływ diety wysokotłuszczowej na skład biomolekularny 

regionów kory sąsiadujących z miejscem urazu. Spektroskopia FTIRM ujawniła zmniejszoną 
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akumulację związków zawierających grupy fosforanowe oraz cholesterolu i jego estrów w 

rejonie uszkodzenia u samic na KD. RS wykazała, natomiast, istotny wpływ KD na 

nienaruszoną korę mózgową objawiający się podwyższonym poziomem cytochromu C, 

estryfikacji lipidów i amidu III u samic oraz stopnia nienasycenia lipidów u zwierząt obojga 

płci. Zaobserwowane u samic zmiany wykazywały tendencję do normalizacji do 30. dnia po 

urazie. 

Technika SR-XRF umożliwiła śledzenie zmian pierwiastkowych zachodzących w trakcie 

formowania blizny glejowej. Najbardziej wyraźne zmiany dotyczyły Ca, którego stężenie 

gwałtownie wzrastało już od drugiego dnia po urazie, a następnie malało pod koniec 

obserwacji. Stężenia Fe i Cu wykazywały opóźnioną dynamikę – niskie poziomy na wczesnych 

etapach formowania blizny, z istotnym wzrostem od ósmego dnia po TBI, utrzymującym się 

do końca eksperymentu. 

Analizy wykazały, że wszystkie zastosowane techniki – FTIRM, RS i SR-XRF – były 

użyteczne w badaniu wpływu KD i rozwoju urazu na kompozycję molekularną i pierwiastkową 

tkanki mózgowej. Na podstawie analizowanych parametrów, największą czułość w ocenie 

wpływu KD wykazała RS. Dzięki metodzie RS stwierdzono znacznie większą podatność samic 

na zastosowaną dietę. Technika SR-XRF pozwoliła zaobserwować dynamikę zmian w 

rozkładzie pierwiastków w bliźnie, nie wykazała jednak wpływu płci ani diety na te anomalia. 

Wnioski z pracy S1 potwierdzają, że wpływ KD na rozwój blizny glejowej jest zależny od płci 

i obejmuje zarówno zmiany molekularne, jak i pierwiastkowe w tkance mózgowej. Dane te 

stanowią istotny punkt wyjścia do dalszych badań nad mechanizmami regeneracji mózgu po 

urazach z uwzględnieniem wpływu diety i czynników biologicznych. 
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5. Dyskusja 
Przystępując do realizacji niniejszej pracy postawiono hipotezę, że wszelkie stany patologiczne 

w organizmie powinny znaleźć odzwierciedlenie w zaburzeniach składu molekularnego i 

pierwiastkowego tkanek. Identyfikacja kluczowych anomalii, które można powiązać z 

zaburzeniem fizjologicznej równowagi, w tym przypadku TBI, pozwala lepiej zrozumieć 

patogenezę schorzenia i wskazać obszary wymagające szczególnej uwagi w opracowywaniu 

nowych strategii terapeutycznych.  

Analiza próbek biologicznych wiąże się z dwoma głównymi wyzwaniami: ograniczoną ilością 

materiału do badań oraz dużą złożonością chemiczną matrycy biologicznej, obejmującą 

różnorodne związki organiczne i pierwiastki. W związku z tym stosowanie metod możliwie 

specyficznych i precyzyjnych jest kluczowe w badaniach biomedycznych. Do takich metod 

należą wykorzystane w rozprawie techniki spektroskopii molekularnej i atomowej, które 

dostarczają informacji o składzie biochemicznym i pierwiastkowym próbek bez konieczności 

stosowania dodatkowych znaczników czy barwników. Wyjątkiem jest tutaj RS, w której dla 

bardziej precyzyjnej wizualizacji struktur subkomórkowych stosuje się czasem znaczniki 

ramanowskie (ang. Raman tags). Są one wykorzystywane głównie w badaniach mających na 

celu śledzenie wybranych związków w żywych komórkach lub tkankach, pozwalając ominąć 

ograniczenia typowe dla immunohistochemii, takie jak ograniczona liczba kolorów czy wpływ 

barwników fluorescencyjnych na aktywność komórkową [70,71]. W przypadku metody TXRF, 

do ilościowej analizy pierwiastkowej stosuje się standard wewnętrzny – do próbki dodaje się 

roztwór pierwiastka, który naturalnie nie występuje w analizowanej próbce, co pozwala na 

dokładne wyznaczenie stężenia pierwiastka badanego [69,72,73]. Pozostałe techniki stosowane 

w pracy (FTIRM oraz SR-XRF) pozwalają na analizę próbki bez jakiejkolwiek wcześniejszej 

ingerencji chemicznej, przy wykorzystani jedynie właściwości fizycznych badanego materiału. 

Poza TXRF, wszystkie zastosowane w pracy metody operują na mapach hiperspektralnych, w 

których każdy piksel (lub voxel) próbki odpowiada indywidualnemu lub uśrednionemu widmu. 

Rekonstrukcja obrazów polega na integracji wybranych fragmentów widma po ich 

wcześniejszym wstępnym przetworzeniu, zachowującym istotną informację fizykochemiczną. 

W przypadku FTIRM przygotowanie widma obejmuje korekcję atmosferyczną (usuwającą 

pasma charakterystyczne dla CO₂), korekcję linii bazowej oraz wybór zakresu liczb falowych 

do integracji, co pozwala uzyskać mapę rozkładu wybranych grup funkcyjnych lub biomolekuł. 

W RS procedura jest analogiczna, z tym że usuwa się wkład pochodzący od promieniowania 

kosmicznego zamiast CO₂. W przypadku SR-XRF konieczna jest kalibracja energetyczna 

uzyskanych widm, umożliwiająca jakościową identyfikację pierwiastków w próbkach, 

opracowanie modeli dopasowania widm badanych próbek i materiałów referencyjnych oraz 

sporządzenie krzywej kalibracji czułościowej, pokazującej zależność czułości pomiaru od 

liczby atomowej pierwiastka. Kroki te są niezbędne do przeprowadzenia wiarygodnej analizy 

ilościowej. Jak widać wszystkie omawiane techniki wymagają solidnej wiedzy teoretycznej i 

praktycznej dotyczącej specyfiki danej metody, aparatury pomiarowej i uzyskiwanych danych, 

aby uzyskać wyniki dokładne, powtarzalne i interpretowalne. 

Głównym celem badań prowadzonych w ramach niniejszej rozprawy było poznanie zmian 

biomolekularnych towarzyszących formowaniu się blizny glejowej w wyniku miejscowego 

uszkodzenia kory mózgowej z naruszeniem integralności bariery krew-mózg. A w dalszej 

kolejności, zbadanie wpływu KD oraz płci zwierząt na anomalia w tkance wywołane TBI.  

Do realizacji tych celów zastosowano uzupełniające się techniki spektroskopii wibracyjnej: 

FTIRM i RS. Obie metody zastosowano do analizy dokładnie tych samych próbek dzięki 

spójnym protokołom preparatyki skrawków mózgu, stosowaniu tych samych nośników oraz 

nieniszczącemu charakterowi pomiaru. Przydatność FTIRM i RS została wykazana w pracach 

A1, A3 i S1, gdzie zidentyfikowano grupy biomolekuł, których rozmieszczenie w korze 

mózgowej ulegało istotnym zmianom w odpowiedzi na TBI. 
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Kluczową rolę w identyfikacji istotnych z punktu widzenia TBI biomolekuł odegrało 

mapowanie chemiczne wybranych pasm IR. Umożliwiło ono zarówno wizualną, jak i 

półilościową ocenę zmian w ich rozmieszczeniu w korze mózgowej zachodzących podczas 

rozwoju blizny glejowej. Badania techniką FTIRM przeprowadzone w pracy A1 wykazały, że 

TBI prowadzi do istotnych zmian w akumulacji i dystrybucji: grup fosforanowych 

charakterystycznych dla fosfolipidów i kwasów nukleinowych (pasma ~1080 cm⁻¹ i ~1240 

cm⁻¹), cholesterolu i jego estrów (pasma ~1360 cm⁻¹ i ~1480 cm⁻¹), związków zawierających 

grupy karbonylowe (pasmo ~1740 cm⁻¹), białek (pasmo ~1658 cm⁻¹) oraz lipidów (pasmo 

~2924 cm⁻¹). Ponadto, odnotowano modyfikacje w strukturze drugorzędowej białek (stosunek 

absorbancji 1635/1658 cm⁻¹) oraz zmiany w stopniu rozgałęzienia i nienasycenia łańcuchów 

kwasów tłuszczowych (odpowiednio stosunek intensywności pasm 2924/2955 cm⁻¹ i pasmo 

~3012 cm⁻¹). 

W obszarze uszkodzenia stwierdzono wzrost poziomu protein oraz względnego udziału białek 

o strukturze drugorzędowej β. Taki wynik odzwierciedla procesy fizjologiczne zachodzące w 

trakcie rozwoju blizny glejowej, w których wydzielane są białka macierzy 

zewnątrzkomórkowej, stanowiące szkielet dla odbudowywanej tkanki, a także białka 

produkowane przez astrocyty w odpowiedzi na uraz [74]. Należy do nich metaloproteinaza 

MMP-9, która wykazuje zwiększoną ekspresję po TBI i zawiera w swojej strukturze jony Zn2+ 

[75]. Wzrost gęstości powierzchniowej cynku w bezpośrednim otoczeniu blizny został 

potwierdzony w badaniach techniką SR-XRF (praca S1). 

Zwiększenie stosunku intensywności pasm 1635/1658 cm⁻¹ koreluje z obecnością 

proteoglikanu siarczanu chondroityny (CSPG), którego część białkowa zbudowana jest 

głównie ze struktur β [76]. CSPG, a w szczególności proteoglikan NG2, występujący w 

centralnym układzie nerwowym, odgrywa istotną rolę w opóźnianiu odrostu wypustek 

nerwowych, co wpływa na regenerację tkanki mózgu i stanowi potencjalny cel terapeutyczny 

w kontekście TBI [77]. 

FTIRM jest techniką absorpcyjną, w której promieniowanie podczerwone wzbudza drgania 

dipolowe w cząsteczkach. W biologii jest to metoda pierwszego wyboru do analizy globalnego 

składu biochemicznego tkanek i komórek, pozwalająca na identyfikację markerów 

chorobowych poprzez analizę zmian w pasmach białek, lipidów i kwasów nukleinowych. Jej 

zasada działania opiera się na absorpcji fotonów o energiach odpowiadających różnicom 

energii między poziomami wibracyjnymi cząsteczki. Aby drganie było aktywne w 

podczerwieni, musi wiązać się ze zmianą momentu dipolowego [48].  

Jednym z najbardziej krytycznych problemów w badanach pojedynczych komórek i tkanek 

wykorzystujących FTIRM jest zjawisko rezonansowego rozpraszania Mie (ang. resonant Mie 

scattering, RMieS). Wynika on z faktu, że długość fali stosowanego promieniowania z zakresu 

średniej podczerwieni (2,5-25 µm) jest porównywalna z rozmiarami typowych struktur 

komórkowych (jądra, mitochondria, całe komórki: 10-30 µm) [78,79]. Zgodnie z teorią Mie, 

gdy fala elektromagnetyczna napotyka sferyczną niejednorodność o rozmiarze zbliżonym do 

długości fali, dochodzi do silnego rozpraszania. W spektroskopii absorpcyjnej jest to 

szczególnie skomplikowane przez tzw. anomalną dyspersję. Współczynnik załamania światła 

próbki biologicznej (n) nie jest stały, lecz zmienia się gwałtownie w pobliżu pasma absorpcji 

zgodnie z relacjami Kramersa-Kroniga. W obszarze silnej absorpcji (np. pasmo Amid I), część 

rzeczywista współczynnika załamania ulega silnej fluktuacji, co powoduje, że efektywność 

rozpraszania zmienia się drastycznie w obrębie samego pasma absorpcji [79,80].  Aby 

ograniczyć wpływ zjawiska RMieS na rejestrowane widma IR, z analizy wykluczono obszary 

zlokalizowane na skraju skrawków mózgu, gdzie efekty rozpraszania są szczególnie nasilone 

ze względu na niejednorodności grubości próbki oraz silne gradienty współczynnika załamania 

światła. Analizie poddawano wyłącznie regiony centralne, charakteryzujące się równomierną 

grubością skrawków i stabilnym kontaktem z podłożem. W powiększeniu mikroskopowym 
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badana tkanka wykazywała wysoki stopień jednorodności strukturalnej, co w praktyce 

sprzyjało ograniczeniu efektów rozpraszania i pozwalało na rejestrację widm o stabilnej linii 

bazowej. Takie podejście, oparte na selekcji jednorodnych obszarów próbki, umożliwiło 

zminimalizowanie negatywnego wpływu RMieS na kształt pasm absorpcyjnych, choć nie 

eliminuje całkowicie tego zjawiska. 

Praca w modzie transmisyjno-odbiciowym, gdzie promieniowanie przechodzi przez próbkę, 

odbija się od podłoża i wraca do detektora, prowadzi do powstania fali stojącej pola 

elektrycznego (ang. electric field standing wave - EFSW) [48,81]. Przy powierzchni idealnego 

przewodnika (podłoża), wektor pola elektrycznego fali świetlnej musi się zerować (węzeł fali). 

W odległości λ/4 od powierzchni powstaje maksimum fali. Próbki biologiczne (skrawki tkanek, 

komórki) mają zazwyczaj grubość rzędu kilku-kilkunastu mm, więc różne warstwy próbki są 

eksponowane na drastycznie różne natężenie pola elektrycznego [82]. W konsekwencji 

zjawiska EFSW, prawo Beera-Lamberta przestaje obowiązywać i absorbancja przestaje być 

liniową funkcją grubości próbki. Badania na modelach białkowych wykazały, że zmiany 

grubości próbki mogą generować widmowe różnice łudząco podobne do zmian chemicznych. 

Jest to szczególnie niebezpieczne w diagnostyce nowotworów, gdzie komórki rakowe często 

różnią się morfologią (w tym grubością/objętością cytoplazmy) od komórek zdrowych. 

Obserwowane różnice w widmach transfleksyjnych mogą zatem wynikać z czystej fizyki 

interferencji (grubość próbki), a nie z rzeczywistych zmian metabolizmu [82]. Zastosowanie 

szkiełek z CaF₂, które są transparentne w zakresie promieniowania podczerwonego, jako 

nośników próbek oraz prowadzenie pomiarów w trybie transmisji pozwoliło na 

wyeliminowanie wpływu zjawiska EFSW na uzyskiwane wyniki. Należy jednak zaznaczyć, że 

pomiary prowadzone w trybie transmisji, w połączeniu z wykorzystaniem szkiełek CaF₂, wiążą 

się z pewnym ograniczeniem metody FTIRM, jakim jest obniżona czułość na drgania 

wybranych wiązań cząsteczek biochemicznych [83].  

W FTIRM rozdzielczość przestrzenna jest ograniczona fundamentalnym limitem dyfrakcyjnym 

Abbego. Rozdzielczość ta jest proporcjonalna do długości fali λ i odwrotnie proporcjonalna do 

apertury numerycznej (NA) obiektywu. Dla zastosowanego mikroskopu Nicolet iN10MX 

(Thermo Fischer Scientific) wyposażonego w obiektyw typu Schwarzschilda teoretyczna 

rozdzielczość przestrzenna jest możliwa do wyliczenia wg poniższego wzoru: 

𝑑 =
2𝜆

3
 

W praktyce oznacza to, że FTIRM pozwala na badanie pojedynczych komórek ssaczych (ok. 

20 µm), ale nie jest w stanie obrazować organelli komórkowych, co jest możliwe w mikroskopii 

optycznej czy ramanowskiej [80]. Badania prowadzone na potrzeby niniejszej rozprawy z 

wykorzystaniem FTIRM nie wymagały obrazowania pojedynczych komórek ani struktur 

subkomórkowych. W tym przypadku uzyskana efektywna rozdzielczość przestrzenna na 

poziomie 25 μm × 25 μm była wystarczająca do dokładnego zobrazowania rejonu uszkodzenia 

[A3,S1] oraz do zebrania reprezentatywnej kolekcji widm z wybranych warstw komórkowych 

formacji hipokampa [A1]. 

Spektroskopia Ramana, choć również jest techniką wibracyjną, opiera się na zupełnie innym 

mechanizmie fizycznym niż FTIRM. Zjawisko Ramana polega na nieelastycznym rozpraszaniu 

fotonów, modulowanym zmianą polaryzowalności chmury elektronowej cząsteczki [84]. 

Rozpraszanie Ramana jest procesem dwufotonowym. Padający foton wzbudza cząsteczkę do 

wirtualnego stanu energetycznego (krótkotrwałego stanu pośredniego), po czym następuje 

natychmiastowa emisja fotonu rozproszonego. Różnica energii między fotonem padającym a 

rozproszonym odpowiada kwantowi energii drgań molekularnych (przesunięcie Stokesa) [85]. 

Fundamentalnym wyzwaniem jest skrajnie małe prawdopodobieństwo tego procesu. Typowy 

przekrój czynny na rozpraszanie Ramana wynosi około 10-30 cm2/cząsteczkę. Dla porównania, 

przekrój czynny na fluorescencję wynosi około 10-16 cm2/cząsteczkę, a na absorpcję IR około 
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10-18-10-20 cm2/cząsteczkę. Oznacza to, że sygnał Ramanowski jest miliardy razy słabszy od 

fluorescencji, co definiuje główne problemy techniczne metody [86]. W analizie próbek 

biologicznych, największym ograniczeniem spektroskopii Ramana jest autofluorescencja. 

Tkanki i komórki zawierają liczne endogenne fluorofory, takie jak flawiny (FAD), NADH, 

porfiryny, kolagen, elastyna czy melanina. Fluorescencja jest procesem rezonansowym 

(rzeczywiste przejścia elektronowe) o znacznie większym przekroju czynnym w porównaniu 

do efektu Ramana, nawet śladowe ilości fluoroforów mogą wygenerować szerokopasmowe tło, 

które całkowicie przesłania słabe, ostre pasma ramanowskie [87]. Jedną ze strategii mitygacji 

jest fotowybielanie (ang. photobleaching), czyli wstępne naświetlanie próbki laserem przed 

właściwym pomiarem w celu degradacji fluoroforów. W trakcie prowadzonych pomiarów nie 

zaobserwowano istotnych efektów widmowych związanych z autofluorescencją endogennych 

fluoroforów. Ograniczenie tego zjawiska można przypisać zastosowanej perfuzji solą 

fizjologiczną, która umożliwia usunięcie znacznej części hemoglobiny z organizmu oraz 

redukcję obecności innych śródtkankowych fluoroforów, takich jak porfiryny i flawiny. 

Woda, będąca silnym dipolem intensywnie absorbującym promieniowanie w zakresie 

podczerwieni, charakteryzuje się jednocześnie niską polaryzowalnością, co sprawia, że jest 

praktycznie „przezroczysta” dla RS. Ponieważ RS wykorzystuje promieniowanie z zakresu 

światła widzialnego lub bliskiej podczerwieni, obowiązujący limit dyfrakcyjny jest również 

znacznie korzystniejszy niż w przypadku FTIRM. 

Teoretyczna rozdzielczość boczna dla obrazowania Ramanowskiego wynosi: 

𝑑 ≈  
𝜆

2 𝑁𝐴
 

Dla lasera 532 nm i obiektywu o wysokiej aperturze (NA=0,9), rozdzielczość osiąga ok. 300 

nm. Pozwala to na obrazowanie subkomórkowe, np. rozróżnianie mitochondriów, kropli 

lipidowych czy kondensacji chromatyny w jądrze, co jest niemożliwe w klasycznej FTIRM 

[86,88]. 

Istotną wartością dodaną badań przeprowadzonych na potrzeby niniejszej rozprawy była 

możliwość śledzenia przemian zachodzących w rejonie uszkodzonej kory mózgowej. 

Większość dostępnych w literaturze badań koncentruje się na początkowej lub końcowej fazie 

TBI, pomijając zmiany zachodzące w okresach przejściowych. W niniejszej pracy materiał 

biologiczny pobierano w 2., 8., 16. oraz 30. dniu po TBI, co umożliwiło analizę zmian 

charakterystycznych dla wszystkich trzech faz rozwoju urazu: ostrej (acute), podostrej (sub-

acute) oraz przewlekłej (chronic) [89]. Zainicjowanie KD na trzy dni przed wykonaniem 

uszkodzenia miało wprowadzić badane zwierzęta w stan ketozy, czyli utrzymującego się 

stężenia ketonów we krwi na poziomie co najmniej 1 mmol/l, już w momencie indukcji 

uszkodzenia pierwotnego [A2].  

KD znana z zastosowania klinicznego w leczeniu padaczki lekoopornej nie ma określonego 

mechanizmu działania, za to wiadomo o jej plejotropowym działaniu na cały organizm. W 

pracy [A2] przedstawiono wyniki badań dotyczących zmian homeostazy pierwiastkowej 

wątroby, śledziony i nerek po KD, uzyskane metodą TXRF. Najmniej podatnym narządem na 

działanie KD okazała się śledziona, w której stwierdzono jedynie zmianę stężenia siarki u samic 

oraz żelaza u samców. Wpływ KD na homeostazę pierwiastkową wątroby i nerek można było 

częściowo tłumaczyć mniejszą podażą fosforu, siarki, wapnia, żelaza, miedzi i selenu w diecie 

wysokotłuszczowej. KD w wątrobie wpływała w największym stopniu na stężenie 

pierwiastków o wyższych liczbach atomowych, tj. miedzi, cynku i selenu, a obserwowane 

zmiany były bardziej wyraźne u samców. W przypadku nerek zaobserwowano wyraźny wzrost 

poziomu wapnia i fosforu u samic, co może sugerować, że długotrwałe stosowanie 

restrykcyjnej, wysokotłuszczowej KD u szczurów zwiększa ryzyko zaburzeń mineralnych 

sprzyjających tworzeniu się kamieni nerkowych i przewlekłemu zapaleniu nerek. 



25 

 

Podsumowując, w pracy [A2] wykazana została użyteczność metody TXRF w analizie 

pierwiastkowej próbek biologicznych. Potwierdzono w niej wpływ restrykcyjnej KD na 

homeostazę pierwiastkową narządów wewnętrznych oraz konieczność prowadzenia badań in 

vivo na zwierzętach obu płci, co widać w przypadku różnych poziomów zaburzeń w wątrobie i 

nerkach u samców i samic.  

TXRF jest wariantem spektroskopii XRF, zoptymalizowanym pod kątem śladowej analizy 

pierwiastkowej próbek ciekłych i cienkowarstwowych. Wykorzystuje ona zjawisko 

całkowitego odbicia promieniowania rentgenowskiego, co pozwala na drastyczną redukcję tła 

rozproszeniowego. Współczynnik załamania dla promieniowania rentgenowskiego w materii 

jest nieco mniejszy od jedności (𝑛 = 1 −  𝛿 − 𝑖𝛽). Oznacza to, że przy przejściu z 

próżni/powietrza do materii, promieniowanie może ulec całkowitemu odbiciu zewnętrznemu, 

jeśli kąt padania jest mniejszy od kąta krytycznego (𝜑𝑐𝑟𝑖𝑡). Dla typowych energii 

promieniowania wzbudzającego i podłoża kwarcowego, kąt ten jest bardzo mały, rzędu 0.1° 

(ok. 1.8 mrad) [90]. W konfiguracji TXRF, wiązka pada na idealnie płaski reflektor pod kątem 

mniejszym od 𝜑𝑐𝑟𝑖𝑡 i odbija się w niemal 100%, praktycznie nie wnikając w podłoże. Dzięki 

temu matryca podłoża nie jest wzbudzana, co minimalizuje w widmie tło, które w klasycznej 

XRF jest głównym źródłem szumu. Nad powierzchnią reflektora, w wyniku interferencji wiązki 

padającej i odbitej, powstaje fala stojąca promieniowania rentgenowskiego (ang. X-ray 

standing wave, XSW). Pole to charakteryzuje się periodycznym układem węzłów (minima 

natężenia) i strzałek (maksima) równoległych do powierzchni. Okres tej fali (XSW) D wynosi: 

𝐷 =  
𝜆

2 𝜑0
 

Dla typowych warunków TXRF, okres ten mieści się w zakresie 10-100 nm [91]. Intensywność 

XSW jest zależna od wysokości analizatu nad powierzchnią reflektora, kąta padania pierwotnej 

wiązki (I0) i może się wahać od zera do czterokrotności intensywności I0. W TXRF problem 

mogą stanowić ziarnistości, o średnicy mniejszej niż D, zdeponowane na powierzchni 

reflektora, gdyż mogą powodować fluktuacje intensywności fluorescencji. W próbkach 

homogennych, w których występuje wiele minimów i maksimów związanych z grubością 

próbki efekt wystąpienia ziarnistości uśrednia się i nie ma ostatecznie wpływu na końcowy 

wynik. [92] Wykorzystanie zjawiska XSW i naświetlanie próbki pod kątem poniżej 𝜑𝑐𝑟𝑖𝑡 

powoduje średnio dwukrotny wzrost intensywności fluorescencji w porównaniu do klasycznej 

geometrii XRF [72], co pozwala na osiągnięcie limitów detekcji rzędu pg lub pomiar stężeń 

mniejszych niż ng/g [72]. TXRF nie jest całkowicie wolna od efektów matrycowych, jest to 

właściwość, która funkcjonuje jedynie dla idealnie cienkich warstw lub mikro-osadów, gdzie 

absorpcja promieniowania w samej próbce jest pomijalna. Próbki biologiczne (np. krew, 

osocze, lizaty komórkowe) zawierają dużą ilość matrycy organicznej (białka, cukry, sole). Po 

wysuszeniu kropli na reflektorze, powstaje osad o skończonej grubości. Jeśli masa osadu 

przekroczy pewien próg (rzędu mg), pojawiają się klasyczne efekty matrycowe 

(samoabsorpcja) [93]. Dlatego kluczowym elementem metodyki badań z wykorzystaniem 

TXRF jest dobór odpowiedniej preparatyki próbek, uwzględniającej rodzaj i pochodzenie 

analizowanego materiału. Jak wskazuje R. Fernández-Ruiz [94], najskuteczniejszą metodą 

ograniczania wpływu materii organicznej i związanych z nią efektów matrycowych jest 

mineralizacja mikrofalowa pod ciśnieniem z użyciem kwasu. Dzięki takiemu podejściu 

możliwe było zminimalizowanie efektów matrycowych w badaniach prowadzonych w 

niniejszej pracy, co miało szczególne znaczenie w analizie lekkich pierwiastków, takich jak 

fosfor, siarka, potas i wapń. 

Ocena wpływu płci i KD na proces formowania blizny glejowej nie byłaby możliwa bez 

przeprowadzenia analizy próbek pobranych w czterech punktach czasowych po urazie. W 

pracach [A3] i [S1] do badania dynamiki zmian zachodzących w gromadzeniu biomolekuł w 

mózgu po uszkodzeniu wykorzystano FTIRM oraz RS. Wyniki uzyskane za pomocą FTIRM 

sugerują, że samice mogą lepiej tolerować pojawienie się i skutki TBI. Wskazywał na to 
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większy rozrzut wartości analizowanych parametrów biochemicznych, szczególnie związanych 

z zawartością związków zawierających grupy fosforanowe (pasma ~1080 cm⁻¹ i ~1240 cm⁻¹) 

oraz cholesterolu i jego estrów (~1360 cm⁻¹ i ~1480 cm⁻¹), a także akumulacja białek w miejscu 

pierwotnego urazu (~1658 cm⁻¹) [A3]. Zjawisko to można tłumaczyć większą 

neuroplastycznością mózgu u samic [95], która może wynikać z wyższego poziomu estrogenów 

aktywujących szlaki związane z neurotroficznym czynnikiem pochodzenia mózgowego (ang. 

brain-derived neurotrophic factor, BDNF), odgrywającym ważną rolę w regeneracji neuronów 

[96–98]. 

Zależny od płci wpływ KD na zmiany zachodzące w mózgu po urazie szczególnie dobrze 

uwidoczniły wyniki uzyskane przy użyciu spektroskopii Ramana. U samic traktowanych KD 

stwierdzono podwyższony poziom cytochromu C/DNA, wzrost intensywności pasma amidu III 

oraz zwiększoną estryfikację i stopień nienasycenia lipidów w nieuszkodzonej korze 

mózgowej. U samców karmionych paszą wysokotłuszczową zaobserwowano w tym obszarze 

przede wszystkim wzrost stopnia nienasycenia lipidów. Zmiana ta wydaje się zgodna z 

obserwacjami prowadzonymi u dzieci leczonych KD z powodu padaczki lekoopornej, u których 

w surowicy stwierdzano podwyższone stężenie wielonienasyconych kwasów tłuszczowych 

(ang. polyunsaturated fatty acids, PUFAs) [99]. Dodatkowo, u myszy poddanych TBI 

suplementacja PUFAs pozwalała ograniczyć deficyty motoryczne i emocjonalne związane z 

urazem [100]. W literaturze opisuje się również rolę PUFAs w regulacji procesów zapalnych i 

regeneracji tkanek [101].  

Wyniki badań przeprowadzonych techniką FTIRM ujawniły natomiast u samic wpływ KD na 

zawartość związków zawierających grupy fosforanowe oraz cholesterolu i jego estrów w 

rejonie uszkodzenia w 8. i 16. dniu po urazie. Może to sugerować, że samice są bardziej podatne 

na działanie KD skutkujące molekularnym przemodelowaniem uszkodzonej tkanki kory [S1]. 

Technika SR-XRF umożliwiła szczegółowe zbadanie przebiegu procesów zachodzących w 

trakcie formowania się blizny glejowej [S1]. Z jej wykorzystaniem zwizualizowano rozkład 

fosforu, siarki, potasu, wapnia, żelaza, miedzi oraz cynku w obszarze pierwotnego uszkodzenia 

mózgu w różnych punktach czasowych, z uwzględnieniem płci zwierząt oraz zastosowanej 

diety. W rejonie uszkodzenia stwierdzono obniżenie masy powierzchniowej fosforu, co można 

wiązać z degradacją błon biologicznych i DNA w momencie urazu oraz ich stopniowym 

zastępowaniem przez składniki macierzy zewnątrzkomórkowej, zdominowanej przez białka.  

Proces przebudowy tkanki i wzrost poziomu białek w bliźnie glejowej i jej okolicy można też 

powiązać z zaobserwowanym wyraźnym wzrostem poziomu cynku. Pierwiastek ten wchodzi 

w skład metaloproteinazy macierzy zewnątrzkomórkowej MMP-9 [75] oraz dysmutazy 

ponadtlenkowej (SOD1) [102], enzymu odpowiedzialnego za neutralizację reaktywnych form 

tlenu, a tym samym za ograniczanie stanu zapalnego. Liczne doniesienia literaturowe wskazują, 

że cynk odgrywa istotną rolę w procesach regeneracyjnych po TBI. U pacjentów po ciężkim 

urazie mózgu suplementacja siarczanem cynku wiązała się z poprawą wyników w skali 

Glasgow po miesiącu terapii, natomiast w modelach zwierzęcych obserwowano korzystny 

wpływ na zachowania lękowe, uczenie przestrzenne oraz pamięć [103].  

Kluczowych informacji na temat dynamiki procesów towarzyszących formowaniu się blizny 

glejowej dostarczyły mapy dystrybucji wapnia, żelaza i miedzi. Spośród tych pierwiastków 

szczególnie wyraźne zmiany czasowe zaobserwowano dla wapnia, którego masa 

powierzchniowa w obszarze uszkodzenia osiągała maksimum w 2. dniu po urazie, a następnie 

systematycznie malała. Przejściowy wzrost poziomu wapnia można wiązać z jego gwałtownym 

uwolnieniem z retikulum endoplazmatycznego oraz mitochondriów w wyniku uszkodzeń 

mechanicznych. Zjawisko to inicjuje kaskadę wtórnych mechanizmów uszkodzeń i może 

prowadzić do długotrwałych zaburzeń homeostazy wapniowej w neuronach [104].  

Zmiany poziomu żelaza wykazywały przebieg odwrotny do obserwowanego dla wapnia. Masa 

powierzchniowa żelaza w rejonie uszkodzenia rosła stopniowo wraz z postępem procesów 
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naprawczych i rozwojem blizny glejowej. Podwyższonego poziomu żelaza nie można 

tłumaczyć wyłącznie przerwaniem bariery krew-mózg i napływem krwi. Jak się okazuje w 

przypadku TBI, w których doszło do przerwania bariery-krew mózg obserwuje się zwiększoną 

obecność czynnika wzrostu śródbłonka naczyniowego (VEGF), głównego czynnika 

promującego powstawanie nowych naczyń krwionośnych [105–107]. Podwyższony poziom 

żelaza w 8. i 16. dniu po TBI można, dodatkowo, tłumaczyć zwiększoną depozycją żelaza w 

oligodendrocytach i komórkach mikrogleju, która osiąga najwyższy poziom między 7. i 14. 

dniem [108].  

Pomiędzy 2. a 8. dniem po urazie odnotowano istotny wzrost masy powierzchniowej miedzi w 

obszarze uszkodzenia. W kolejnych punktach czasowych poziom tego pierwiastka nie 

wykazywał istotnych zmian, a jego najwyższe zawartości obserwowano w bezpośrednim 

sąsiedztwie uszkodzenia pierwotnego. Zwiększona akumulacja miedzi w tym obszarze może 

być związana z napływem ceruloplazminy w następstwie przerwania bariery krew-mózg. 

Ceruloplazmina pełni funkcję głównego białka transportującego miedź w osoczu i jest zdolna 

do wiązania od sześciu do ośmiu atomów miedzi na jedną cząsteczkę, ale w warunkach 

fizjologicznych przenika barierę krew-mózg w ograniczonym stopniu [109].  
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6. Podsumowanie 

Niniejsza rozprawa doktorska stanowi studium procesów przebudowy strukturalnej i 

kompozycyjnej tkanki nerwowej, indukowanych TBI w modelu KD. Zasadniczym celem pracy 

była wieloparametrowa charakterystyka fizykochemiczna obszaru blizny glejowej oraz 

systemowa ocena wpływu KD na homeostazę pierwiastkową. Do realizacji tego celu 

wykorzystano komplementarne podejście oparte na zaawansowanych metodach 

spektroskopowych wykorzystujących oddziaływanie promieniowania elektromagnetycznego z 

materią biologiczną. Zastosowanie spektroskopii oscylacyjnej (FTIRM i RS) pozwoliło na 

identyfikację zmian w zakresie akumulacji i struktury biomolekuł w mózgu po TBI. Natomiast 

techniki oparte na fluorescencji rentgenowskiej (SR-XRF i TXRF) umożliwiły określenie 

anomalii w rozmieszczeniu wybranych pierwiastków w rejonie uszkodzenia oraz ocenę 

wpływu KD na homeostazę pierwiastkową narządów wewnętrznych (wątroba, nerki, 

śledziona). Tak skonstruowany model badawczy pozwolił na powiązanie subtelnych zmian w 

sygnaturach widmowych z biologicznymi zmiennymi, takimi jak płeć czy stan metaboliczny 

organizmu. 

1. Przegląd literatury pozwolił zidentyfikować kluczowe molekuły, których zmiany mogą 

odgrywać istotną rolę w procesie bliznowacenia glejowego oraz wskazać obszary mózgu 

najbardziej podatne na lokalne TBI. Na tej podstawie ustalono parametry pomiarów oraz 

metodologię przetwarzania widm, co umożliwiło ich dalszą analizę. Analiza map 

hiperspektralnych pozwoliła wyodrębnić grupy funkcyjne i związane z nimi molekuły, które 

wykazywały największe zmiany w miejscu urazu. Jednocześnie nie potwierdzono wpływu 

lokalnego TBI na skład molekularny nieuszkodzonej półkuli mózgu oraz regionu hipokampa 

[A1]. 

2. Badania wpływu KD na homeostazę pierwiastkową wątroby, nerek i śledziony 

potwierdziły, że dieta ta wpływa na gospodarkę pierwiastkową organizmu. Najbardziej 

wrażliwym narządem okazały się nerki, gdzie zaobserwowano najwięcej zmian. Stwierdzono 

również wpływ płci na obserwowane anomalia. U samców najwięcej istotnych zmian 

pierwiastkowych zanotowano w wątrobie, natomiast u samic największą wrażliwość na 

restrykcyjną KD wykazały nerki. Wyniki uzyskane metodą TXRF wskazują, że jest to technika 

pozwalająca na szybką i precyzyjną ocenę zaburzeń homeostazy pierwiastkowej zachodzących 

w wyniku stosowania restrykcyjnej KD [A2].  

3. FTIRM pozwoliła na wykrycie subtelnych różnic płciowych w procesie rozwoju blizny 

glejowej. Zidentyfikowano grupy funkcyjne oraz molekuły, które najlepiej odzwierciedlają 

różnice w molekularnej kompozycji blizny. Wyniki przeprowadzonych badań, wspierane 

danymi z literatury, sugerują, że samice mogą lepiej tolerować lokalne uszkodzenie mózgu 

[A3]. 

4. RS umożliwiła wykazanie wpływu KD na kompozycję molekularną kory mózgowej w 

warunkach lokalnego uszkodzenia. U zwierząt obu płci zaobserwowano wzrost stopnia 

nienasycenia łańcuchów alifatycznych, co może mieć charakter korzystny. Analiza pozostałych 

parametrów biochemicznych wskazała na większą podatność samic na działanie KD [S1]. 

5. SR-XRF umożliwiła monitorowanie postępu zmian pierwiastkowych zachodzących na 

skutek lokalnego uszkodzeniu kory mózgowej. Analiza rozkładów oraz dynamiki zmian 

akumulacji wapnia, żelaza i miedzi pozwoliła uwidocznić i lepiej zrozumieć procesy 

zachodzące na kolejnych etapach formowania się blizny glejowej [S1]. 

6. Zidentyfikowano oraz zminimalizowano wpływ fizycznych ograniczeń 

charakterystycznych dla spektroskopii oscylacyjnej, które mogłyby prowadzić do 

niejednoznacznej interpretacji widm. W pomiarach FTIRM wyeliminowano efekt EFSW oraz 

ograniczono wpływ RMieS poprzez zastosowanie transparentnych dla IR podłoży z fluorku 

wapnia i prowadzenie pomiarów w trybie transmisyjnym. Ze względu na ograniczenia 
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rozdzielczości przestrzennej narzucone przez limit dyfrakcyjny FTIRM, analizę uzupełniono o 

spektroskopię Ramana. W obu technikach zrezygnowano ze stosowania zewnętrznych 

znaczników, opierając analizę na naturalnym kontraście biochemicznym tkanek. 

7. W technikach wykorzystujących promieniowanie rentgenowskie kluczowe znaczenie 

miało dostosowanie procedur preparatyki próbek w celu ograniczenia artefaktów 

pomiarowych. W analizach TXRF wpływ matrycy organicznej zredukowano poprzez 

zastosowanie mineralizacji mikrofalowej w środowisku kwasowym, co umożliwiło precyzyjne 

oznaczanie stężeń lekkich pierwiastków. Natomiast w badaniach SR-XRF ryzyko uszkodzeń 

radiacyjnych próbek, wynikających z wysokiej jasności wiązki synchrotronowej, ograniczono 

dzięki odpowiedniemu suszeniu skrawków oraz eliminacji efektów radiolizy wody. Dodatkowo 

zastosowanie właściwej geometrii detekcji pozwoliło na skuteczną redukcję tła 

rozproszeniowego. 
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