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Streszczenie: Mikrospektroskopia FT-IR w pgtzeniu z chemomeirjest jed z najwaniejszych wspotczesnych technik analitycznych
wykorzystywanych w badaniach materiatéw biologichnytakich jak tkanki czy komdrki. Pozwala ona dentyfikacy oraz badanie
przestrzennej dystrybucji skltadnikéw biochemicznyctbadanym materiale, zapewnijaj jednoczénie wysoki poziom selektywsoo i
rozdzielczéci. Chemometria, wykorzystia metody komputerowe, statystyczne oraz matematyezanalizowaniu danych chemicznych,
stanowi pogzne narzdzie w badaniu tkanek zwieczch w celu obserwowania zmian chorobowych. W jsire¢ pracy przedstawiono
zastosowanie modelu regres;ji liniowej oraz spekinpd absorpcyjnej w podczerwieni (FT-IR) do angliznian w profilu biochemicznym
tkanki wywotanych przez chor@bukrzycow..

Stowa kluczowe: Mikrospektroskopia FT-IR, chemometria, regresjéoliva, struktura drugorzowa biatek, cukrzyca

Application of infrared absorption microspectroscopy and linear regression model to ex vivo
analysis of secondary structures of proteins in amal tissues

Abstarct: Abstarct:  FT-IR microspectroscopy in combinatiwith chemometrisc is one of the most important modamalytical
techniques used in studying biological materialgshsas tissues or cells. It allows for identificatiand studying the spatial distribution of
biochemical components in the sample while progidin high level of selectivity and resolution. Chemetrics, which is based on
computational, statistical and mathematical methtmdanalyze chemical data, is a powerful tool ia #tudy of animal tissues and observing
the lesions. This paper presents an applicatiom dihear regression model and infrared absorptigrestroscopy (FT-IR) to analyze of
changes in the biochemical profile of tissue causediabetic disease.

Keywords: Keywords: Microspectroscopy FT-IR, chemometritedir regression, secondary structure of proteinshetes

wystepujacymi  réwnolegle  zmianami  w  profilu

biochemicznym tkanek, rozumianym nie tylko jakoaskt
1. WSTEP poszczegdblnych komponentéw biochemicznych, takadh |
bialka, tluszcze, czy kwasy nukleinowe, ale uwdglajc
réwniez ich struktue. Wraz 2z rozwojem technik
spektroskopii oscylacyjnej $nie udziat fourierowskiej
mikrospektroskopii absorpcyjnej w podczerwieni (FRl)-w
obrazowaniu  biochemicznym tkanek. Spektroskopia
absorpcyjna w zakresigedniej i bliskiej podczerwieni jest
jedrg z najwaniejszych technik analitycznych, a jej
zastosowanie do celéw biomedycznych znane jestatd |
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W ostatnich latach obserwujeeswzrost zainteresowania
metodami analizyex vivotkanek zwiergcych za pomog
metod spektroskopowych, majch na celu diagnostyk
chordb. Zmiany chorobowe zwykle s sie ze zmianami
struktury, budowy czy te funkcji chorego organu lub
tkanki. Nic wiec dziwnego,ze zacgto dawiadczalnie
poszukiwa korelacji pom¢dzy zdiagnozowan choroly a
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Jedn z zalet spektroskopii absorpcyjnej w IR jest te,
praktycznie kada probka, w dowolnej formie, me by
poddana analizie. Dodatkowo, ze wazll na to, ze
wszystkie obserwowane na widmie IR pasma pochadiz
charakterystycznych drgadla danej grupy funkcyjnej,
spektroskopia w podczerwieni pozwala na identyfikac
struktur wielu zwigzkéw o0 znaczeniu biologicznym, takich

jak: biatka, tluszcze, wglowodany czy te kwasy
nukleinowe. Pcjczenie spektroskopii absorpcyjnej w
podczerwieni z mikroskopi optyczry pozwala na

prowadzenie badaw mikroobszarach (z mikrometrgw
rozdzielczdcig), a tym samym na anaiiochemiczg na
poziomie tkankowym, a nawet pojedynczych komdrek.
Dodatkowo zastosowanie metod chemometrycznych,
opartych na technikach komputerowych, statystycinyc
oraz matematycznych w analizowaniu danych chemidzny
stanowi po¢zne narzdzie w analizie tkanek zwieggych w
celu obserwowania zmian chorobowych na poziomie
biochemicznym. Mikrospektroskopia FT-IR pozwala nie
tylko na analiz sktadu biochemicznego i dystrybucji
poszczegoélnych biochemicznych komponentéw w tkance,
ale rownig daje maliwos¢ monitorowania zmian udziatu
struktur drugorgdowych biatek obserwowanych w stanach
chorobowych, takich jak na przyklad cukrzyca czy
miazdzyca. Znalezienie Kkorelacji poguzy zmianami
strukturalnymi bialek w tkankach zwiexa/ch a zmianami
wywotanymi  cukrzyg moze st& sie markerem
monitorowania zmian chorobowych i okl@nia stopnia
zaawansowania choroby. Nadziem wykorzystywanym w
tym celu jest model liniowej regresji wielokrotraparty na
pomiarach FT-IR odpowiednich wzorcow bialek,
pozwalajcy na estymaej dystrybucji i zawartéci
wybranych struktur drugogdowych biatek w tkankach
zwierzcych.

W literaturze dé&¢ dokladnie opisany zostat vgj
wspomniany zwjzek na przyktadzie dwéch choréb -

miazdzycy i cukrzycy. W przypadku miazycy jej wptyw
na w budow tkanek, gtdwnie srodbtonka, jest d@
oczywisty, poniewa obszary chorobowe bogateg sv
zmiany zwyrodnieniowo-wytwdrcze. Ciekawym jest jalin
fakt, ze rowniez znaczne rénice w profilu biochemicznym
sciany naczynia mae wywota& cukrzyca. W literaturze
niejednokrotnie opisywana jest korelacja peatay
zZmianami chorobowymi a Zmianami profilu
biochemicznego obserwowana za pomapektroskopii
FT-IR [1].
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Rysunek 1 Przyktadowe widmo FT-IR biatka (hemoglobina) z
zaznaczonymi pasmami amidowymi | i II.

Celem niniejszej pracy byta #oiowa ocena zmian struktur
drugorzdowych biatek w tkance pod wptywem czynnika
chorobowego. W spektroskopii absorpcyjnej w IRzeray
obserwowa 5 pasm biatkowych, zwanych inaczej
amidowymi, poniewa pochodz od drga
charakterystycznych wzania amidowego —gg0: amidowe

[, amidowe II, amidowe Ill, amidowe A i amidowe B
(Tabela 1, Rysunek 1).

Tabela 1 Zakresy spektralne wygtowania pasm amidowych na widmie IR wraz z przygesa drga dominupcych (-drganie

rozciagajce, 6-drganie deformacyjne; drganie zginaice)

Zakres
Zrisig:)c\)/ve wystepowania | Przypisanie pasm odpowiednim drganiom Procentowy udat drgan [%)]
[em]
[ 1710-1650 drganie rozgjajace wigzania C=0 80%v(C=0) (w ptaszczinie), 5(N-H)
Il 1570-1520 drganie deformacyjnychazania N-H 60% 6(N-H), 40%v(C-N)
i . L . . 40% v(C-N), 20%v(CHs-C),

1l 1400-1200 drganie rozgjjajace wikzania C-N 30%T(N-H) (w ptaszczynie),

A 3300-3270 drganie rozgajace wigzania N-H v(N-H)

B 3100-303( drganie rozeigajace wiazania (-N v(C-N)
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2. METODY, APARATURA | MATERIALY

2a Metody

W czasie bada zastosowano obrazowanie za pomoc
spektroskopii absorpcyjnej w podczerwieni z transiat
Fouriera w trybie transrefleksji. Badana prébka
umieszczana jest na podio nieprzepuszczalnym dla
promieniowania IR, ktére padgj przechodzi przez probk
ulega odbiciu od jej powierzchni. \4#ka promieniowania,
po odbiciu od powierzchni nieprzepuszczalnej, phpeei
ponownie przez prolkgki ostabiona o podwoin absorpas
dociera do detektora. Technika transrefleksji olggmwicc
refleksg na podigu i podwdjry transmisi a uzyskane
widmo refleksyjno-transmisyjne nie adi sic zbytnio od
widma transmisyjnego. Obrazowanie w podczerwieni
pozwala na uzyskanie danych o charakterze spetnaln
(takze  chemicznym) paktzonych z  informag
przestrzenp W przypadku klasycznych pomiarow
spektroskopowych rejestrowana intensygéngest funkcjy
diugasci fali (I(A)), z kolei w technikach obrazowania
sygnat stanowi zaréwno funkcjdiugasci fali jak i
potazenia (I¢,x,y)), gdzie x, y rozumiane s jako
wspéirzdne punktu obrazowanej prébki, dla ktérego
zostato zarejestrowane widmo IR. W ten sposéb
generowana jest tréjwymiarowa baza danych, w ktorej
kazdy punkt otrzymanego obrazu probki reprezentuje
oddzielne widmo. Na przyktadzycie matrycy detektoréw
FPA o rozmiarze 128x128 pozwala na zarejestrowanie
obrazu o rozmiarach 128x128 pikseli, gdziezdsa piksel
reprezentuje oddzielny punkt probki, dla ktéregcstato
zarejestrowane widmo. W ten spos6b, wskutek
jednorazowego pomiaru techpikbrazowania, uzyskujegsi
16 384 widm.System akwizycji danych 3d

2b Aparatura

Pomiary obrazowania wykonywane byly za pomoc
spektrometru Varian FT-IR 620, ktory wypaeay jest w:
mikroskop IR 670 z obiektywem typu casseigrain 15X,
przystawk ATR z krysztatem Ge, komerdo pomiaréw w
trybie transmisji, refleksji i ATR. Wszystkie poany
wykonywane byty z rozdzielczoig 4 cm* i matryg FPA
(Focal Plane Array) 64x64.

2c¢ Materiaty

Podmiotem bada byty standardy 30 biatek (Sigma
Aldrich), o zr&nicowanej strukturze drugoydowej, na
podstawie ktérych zbudowano kazidm absorpcyjnych w
IR, ktéra zostata wykorzystana do opracowania model
liniowej regresji wielokrotnej do przewidywania udziatu
struktur  drugorzdowych  bialek. Wybrane biatka
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reprezentyj szeroki zakres zmiengd struktur helikalnych

i beta-kartek oraz gdorodne domeny sfatldowaZebrana
grupa biatek podzielona zostata na 4 klasy biatgkdnie z
klasyfikacg w bazie danych SCOP (andStructural
Classification of Proteins gdzie biatka grupowaneg sv
oparciu o sposob fatldowaniaestancucha. Spgadéd 11
wyrdznianych w bazie SCOP klas, wybrano klasy
charakteryzujce sk nastpujagcymi strukturami
drugorzdowymi: alfa (12 biatek), beta (13 biatek), alfa +
beta - zbudowane gtéwnie z antyrownolegtych bekasay
wystepujacych w posegregowanych jednostkach
strukturalnych alfa i beta (5 biatek), alfa/betabudowane
gtéwnie z réwnoleglych beta-arkuszy w jednostkach
strukturalnych beta-alfa-beta (4 biatka).

Biatka mierzone byty w postaci filméw z roztworéw
wodnych, w ktérych buforem byt HEPES, czyli kwas
hydroksyetylodietylenodiaminoetanolosulfonowy
(CgH18N204S). Biatka rozpuszczono w HEPES @zshiu
2mM (masa molowa 238.3 g/mol) i pH ustalonym za
pomoa 1M wodorotlenku sodu (NaOH) do wastd ok.
7,2. Filmy przygotowywano poprzez nanoszenie kropli
roztworu biatka na szkietko o weiwosciach refleksyjnych
MirrIR (Kevley Technologies, Ohio, USA) i pozostamio
nastpnie do odparowania.

Badane metagdspektroskopii absorpcyjnej tkanki pochedz
z dwoch zwiergzcych modeli cukrzycy: mysi model
cukrzycy typu 2, czyli myszdb/db oraz szczurzy,
streptozocynowy model cukrzycy typu 1. Oznaczenig’ ,,
oznacza mutacje w receptorze leptyny, natomidstdld
oznacza homozygetdla tej mutacji. U wszystkich myszy
db/dbwystepuje otyta¢, ktdra wtdrnie wywotuje cukrzyce
typu 2. Cukrzye streptozotocynow (STZ) osigano
poprzez dootrzewnowe podawanie zwigom antybiotyku,
streptozotocyny, pozyskiwanego ze szczé&iteptomyces
griseus (70 mg/kg ciata zwiekzia). Antybiotyk ten jest
inhibitorem procesu replikacji DNA i wykazuje szgbéne
powinowactwo do DNA komorel trzustki, powodujc
degradagi matrycy DNA. Wywolywana u badanych
szczurdow cukrzyca, objawami i przebiegiem choroby
odpowiada cukrzycy typu |. Grupie kontrolnej podawa
dootrzewnowo roztwor soli fizjologicznej.

Preparatyka przygotowania tkanek polega na pobraniu
organu (tu: aorta piersiowa), zanurzenie w preparac
pozwalajcym na cgcie zamragonych tkanek (ang.
Optimum Cutting Tool, OCT), pozostawienie na kilkszgie
godzin w temp. - 80°C, a naphie ckcie przekrojéow o
grubaici 10 pm za pomacmikrotomu. Nasipnie tkanki
nanoszone byly na szkietko o wtawosciach refleksyjnych
MirrIR i mierzone technik transrefleksji. Parametry
pomiaréw technik obrazowania w trybie transrefleks;ji:

31



Majzner, Wrobel, Baréska., ZASTOSOWANIE MIKROSPEKTROSKOPII ABSORPCYWINEIDCZERWIENI ORAZ MODELU
REGRESJI LINIOWEJ DO ANALIZY EX VIVO STRUKTUR DRBEDOWYCH BIALEK W TKANKACH ZWIERZYCH

zakres spektralny - 850-3800 énrozdzielczéé - 4 cm?,
czas integracji - 0,039 ms (optymalizowany przydsem
pomiarze), detektor, rozmiar matrycy - FPA-Lancet-M

64 x 64 pikseli, temperatura detektora - 76 - 80 K,
czestotliwosé zbierania - 5 kHz lub 2,5 kHz, liczba skanéw
probki — 64, liczba skandéw tta — 128.

3. ANALIZA | PRZETWARZANIE DANYCH

Mimo ogromnych mgliwosci jakie daje spektroskopia FT-
IR, wnioskowanie na temat zmian w profilu
biochemicznym, czy te na temat korelacji ze zmianami
chorobowymi bytoby niemdiwe bez zastosowania technik
eksploracji danych. W celu analizy wynikow, uzyskem
technily obrazowania w IR, wykorzystano program
CytoSpec v.1.4.03 (http://www.cytospec.com/) -
dedykowany m.in.
Program ten pozwala na poprajyakosci widm poprzez
zastosowanie opcji wgtnego  przetwarzania  (np.
normalizacja, wygtadzanie, korekta linii bazowej,
interpolacja, druga pochodna), jak i podstawoanaliz
chemometryczan danych (PCA, HCA, KMC, FCM, ANN).
W niniejszej pracy niezwykle zayteczna okazata i
hierarchiczna analiza skupigHCA) oraz model liniowej
regresji wielokrotnej, w oparciu o ktéry wnioskoveama
temat zwjzku pomedzy zmianami  w  profilu
biochemicznym tkanek a zmianami chorobowymi.

Wyniki obrazowania biatek oraz tkanek poddane #gsta
wstepnemu przetwarzaniu, polegaym m. in. na wybraniu
zakresu spektralnego obejmeggo pasma amidowe | i I,
ktéry najlepiej koreluj ze struktug drugorzdowg biatek
(1450 - 1750 cm-1), czy Zeprzeprowadzeniu tzw. testu
jakosci (ang. Quality Test, QT), w ktérym odrzucane byty
piksele reprezentafe wartdci Spoza wyznaczanego
zakresu, czyli pozbawione informacji na temat ba&flan
probki  (wartéci  definiowane  arbitralnie). HCA,
pozwalajca na uzyskanie widngrednich, wykonano w
oparciu o drugie pochodne widm transrefleksyjnyhcelu
uzyskania drugich pochodnych wykorzystano algorytm
Savitzky'ego i Golaya z zastosowaniem 9-punktow
wygtadzania. W analizie HCA jako metpdaglomeracii
wybrano algorytm Warda'a, natomiast jako miar
odlegtaci (rjk) wybrano metoe D-values, ktérej podstaw
jest tzw. odlegié¢ Pearsona (definiowan poprzez
wspoitczynnik Pearsona, stangey miak korelacji dwéch
wektorow):

n . — -_-_
(Ea:lea' xki} nEX, "Xy

’_}'k | — =
JEL g —n 3 (Tgx e 7))

do obrazowania hiperspektralnego.

Rezultatem analizy HCA jest wyadimienie wybranej
liczby klas spérod wszystkich pikseli otrzymanego obrazu.
Dla kazdej klasy obliczane jestednie widmo z wszystkich
widm przypisanych do danej klasy. Bki zastosowaniu
HCA udato s¢ uzysk& widma biatek, ktére nagtnie
stworzyly biblioteke danych niezédng do budowy modelu
liniowej regresji wielokrotnej. Do dalszej analizy,
prowadzcej do otrzymania réwia modelu regresiji,
wykorzystano srodowisko programu MatLab 10 (The
MathWorks, Natick, MA).

4. MODEL
WIELOKROTNEJ

LINIOWEJ REGRESJI

Zastosowana W niniejszej pracy metoda opiera rsh
korzystaniu z bazy danych zawig@jch widma biatek o
znanej strukturze drugadowej, co oznacza<ze dla
kazdego biatka nieziine jest doktadne zdefiniowanie tej
struktury. Kade biatko wnosi do budowanego modelu
unikalrg informacg na temat struktury, a doktadne wddio
udziatu struktur drugorkrlowych dla kadego z nich
uzyskano za pomac algorytmu DSSP
zaimplementowanego w bazie PDB (Protein Data B4Ak)
3]. Struktury drugorgdowe wyliczone algorytmem DSSP
dziely sie na 8 frakcji, zakodowanych jako struktury: &t (
helisa), B B-bridge), E B-kartka), G (3chelix), | (5 helix
(pi  helisa)), T (zwroty stabilizowane y#aniami
wodorowymi), S (zagicie, struktura ,bend”), NA (struktura
nieokrelona). Fragment bazy danych z przypisanym
udziatem struktur drugogdowych dla kadego biatka
przedstawiono w Tabeli 2.

Celem niniejszej pracy jest oktenie znaczenia kalej
liczby falowej analizowanego widma absorpcyjnegthwy
skutecznym przewidywaniu danej struktury drugdavej.
Ideg tworzenia modelu shacego do predykcji zawaroi
struktur drugorgdowych biatek meéna przedstawi w
formie iloczynu macierzy:

c

SecStruct 1
i 2]"""- N :l'wk 21'\'\/ al CSecSlruct 2
) 2,w; 2.'Wk Z,YW aZ c SecStruct 3
M . X “ee =
1 A34 Wi A34 Wi A34 W a, Csecstruct 34
1 A, Asw,  Pssu, c

SecStruct 35

Do budowy modelu opisggegosrednie zawartéi struktur
drugorzdowych biatek @yto wartgci absorbancji (A) przy
wybranych wartéciach liczb falowych (w). Proponowany
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model jest liniowy dla zakresu absorbancji Aj,wdzge A

to absorbancja przeskalowanych widm, j oznacza nume
widma (od 1 do 35) a wi liczbfalowg. Model obejmuje
stah al oraz wspéiczynnik proporcjonaked a2. Dla
kazdej liczby falowej wi, zawartd  struktury
drugorzdowej biatek fSecStruct j jest zydana z
absorbang Aj, wi poprzez zalenos¢:

Csecstructj— & + @*Aj,wi + ...+ a1*Aj,Wk
Poniewa wielkosci wystepujagce w powyszej macierzy &
niewiadomymi, ktére w procesie budowy modelu gle
ustal, dlatego te konieczna byta znajordé zawartdci
struktur drugorgdowych dla kadego biatka, czylidecstrusture
i (Tabela 2). Wyboru kolejnych liczb falowyetkx dokonano
W oparciu o najriszy wartas¢ pierwiastka kwadratowego ze
sredniej arytmetycznej kwadratéw odchyle(ang. root
mean square deviation, RMSD; rysunek 3). RMSD jest
miara zgodndci i jest najcgsciej stosowanym miernikiem
réznic pomidzy wartgciami przewidywanymi przez model
(lub estymator) a wargiami rzeczywistymi. Warkd
RMSD estymatora#, w stosunku do szacowanego
parametrug, definiowana jest jako pierwiastek kwadratowy
btedu sredniokwadratowego:

RMSD(8) = |MSE(9) = E ((6-0)%

gdzie MSE — hid sredniokwadratowy. Nagpnie szukano
wartasci kolejnych liczb falowych, dla ktérych udziat
absorbancji (obok absorbancji prn&y) w catym modelu dla
danej struktury drugoezlowej pozwoli obliczy zawartd¢

tej struktury w sposdb jak najbtizy wartdci rzeczywistej,
czyli wartas¢ RMSD kxdzie jak najnisza. Posjpowanie to
powtarzano do momentu uzyskania satysfakcparago
poziomu bédu predykcji, réwnoczmie wybierajc
najmniejsa liczbg¢ zmiennych. Wykres zataosci wartgci
RMSD dla kolejnych liczb falowych w zakresie 1710 —
1480 cmt przedstawia rysunek 3, natomiast rysunek 4
pokazuje zmiag wartéici RMSD w zalenosci od ilosci
liczb falowych uwzgidnianych w modelu (od 1 do 13).
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Rysunek 2Zaleznos¢ RMSD od wartéci liczby falowej dla jednej
zmiennej (1630 cr) w przewidywaniu udziatu struktu-kartki
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Rysunek 3 Wykres zalenosci wartgici RMSD od kolejno

dodawanych do modelu wafth absorbancji przy najlepiej
dobranych liczbach falowych z zakresu 1710- 14801cm
(strukturaa-helisy)

W oparciu o wykresy zakaosci wartagsci RMSD od kolejno
dodawanych do modelu liczb falowych (rysunek 3)
stworzono modele liniowej regresji wielokrotndja kadej

z 7 (struktura | nie byta liczona ze wegdl na nisk
zawartd¢ w bazie — tylko 2 biatka posiadaty fragment o tej
strukturze) struktur drugogdowych biatek zawierage
optymalry liczbe zmiennych. Optymalna liczba byla
wybierana w sytuacji, kiedy dodanie do modelu kuodgj
zmiennej nie przynosito istotnych zmian w wagioRMSD
modelu. Przyktadowe réwnanie modelu liniowej re@ires
wielokrotnej, wraz z warteia RMSD, zastosowane do
obliczenia zawarti alfa helisy, przedstawiono pasj:

1710 1637 1547 1504
% H = (-0,03818* A -1,742* A -0,8411*A +8,600*A +
1699

1550 1599 1529 1630
0,5433*A -6224*A +0,3172*A -2,290* A + 0,6299*A
+ 9,334 * 10%) * 100%
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Wyniki analizy ex vivotkanek cukrzycowych oraz tkanek
kontrolnych, lgdacych referengj zmian, przedstawiono na
rysunku 5 w postaci map dystrybucji Zkiej ze struktur.
Kazdy piksel obrazu, reprezenigy pojedyncze,
usrednione z 64 skandéw widmo, zostat przeliczony za
pomo@ réwnan modelu na zawarf6 kazdej z
analizowanych struktur drugamowych biatek. Jak wida
na Rysunku 5 pod wptywem zmian cukrzycowych
obserwuje & znaczne zmiany w zawakwm struktur
drugorzdowych biatek w postaci spadku zawddio
struktury a-helisy i wzrost zawartei struktury -kartki.
Dodatkowo maleje zawarié struktur T (B-turn) i B (3-
bridge) oraz wzrasta zawastostruktur B pend— zagecie)
oraz NA (nieokrélonej). Wskazap tendengi zmian
obserwuje si dla obu zwiergcych modeli cukrzycy (myszy
db/dbi szczury STZ).

Otrzymane modele dgjsatysfakcjonujce przewidywania
zawartdci széciu liczonych struktur drugogzlowych,
czego dowodem jest przedstawiony na rysunku 4
przyktadowy wykres regresji liniowej dla strukturg-
helisy. Przedstawia on zateos¢ pomiedzy przewidywan i
rzeczywisy zawartdcig struktury drugorgdowej w bazie
wraz z wartéciag wspétczynnika korelacji Rwynoszcym
0,940.

Nastpnie otrzymane modele liniowej regresji wielokrgtne
zostaly zastosowane do obliczenia zawaitostruktur
drugorzdowych biatek w tkankach zwieyzych.

80 R*=0,940
70 -
60
50 -
0
30

przewidywana zawartosc struktury

100 10 20 30 40 50 60 70 80

rzeczywista zawartos¢ struktury

Ry
sunek 4 Wykres linii regresji dla strukturg-helisy w oparciu o
przewidywan i rzeczywish zawartd¢ struktury w bazie danych
wraz z wartéciag wspétczynnika determinacji #80,940)

Obserwowana tendencja zmian w profilu biatkowym
pomiedzy tkank cukrzycows a kontrolm jest
konsekwengj zmian zachodgych w tkance w czasie
procesu chorobowego. Towarzysy cukrzycy silny stres

oksydacyjny powoduje m.in. glikacjbiatek, ktéra moe
by¢ jedm z przyczyn zmian w strukturze drugedowe;.

Rysunek 5 Przekroj poprzeczny i mapy dystrybucji
analizowanych struktur drugadowych biatek otrzymane za
pomog modelu dla aorty piersiowej szczura STZ (po prawej
stronie kadego zestawienia tkanka kontrolna, po lewej —
cukrzycowa).

5. PODSUMOWANIE

Wykorzystanie mikrospektroskopii FT-IR do badax vivo
struktur  drugorgdowych biatek oferuje nowatorskie
podegcie do badania zZimnych proceséw zachogtz/ch w
tkance. Zastosowany w niniejszej pracy model lirgpw
regresji wielokrotnej, a w konsekwencji obserwazjaian
profilu biatkowego w tkankach cukrzycowych wykazaty
zmiany w zawartéci struktur a-helisy (spadek) ora$-
kartki (wzrost) w badanych tkankach cukrzycowyclegd
typu analiza mge by aktualnie wykonana jedynie na
tkankach pobranych post mortem, natomiast gwapce
nad probnikami pozwalggymi zbierg widma FT-IR
endoskopowo.

Podziekowania

Badania zostaly wykonane w ramach projektu pn.
Interdyscyplinarne Studia Doktoranckie ~Nauki
molekularne dla medycyny” wspoffinansowanego ze
srodkéw Unii Europejskiej w ramach Europejskiego
Funduszu Spotecznego — Program Operacyjny Kapitat
Ludzki 2007-2013. Praca wspéifinansowana szedkow
funduszy Unii Europejskiej w ramach Europejskiego
Funduszu Rozwoju Regionalnego (grant koordynowany
przez JCET-UJ, POIG.01.01.02-00-069/09).
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