
Wykorzystanie nowoczesnych metod 
ǎǇŜƪǘǊƻǎƪƻǇƻǿȅŎƘ ǿ ōŀŘŀƴƛŀŎƘ ƴŀŘ ǇŀǘƻƎŜƴŜȊŊ 
ƛ ǇǊȊŜōƛŜƎƛŜƳ ŜǇƛƭŜǇǎƧƛ ǿ ȊǿƛŜǊȊťŎȅŎƘ ƳƻŘŜƭŀŎƘ 

drgawek 

Joanna Chwiej 
Katedra Fizyki Medycznej  i Biofizyki  

²ȅŘȊƛŀƱ CƛȊȅƪƛ ƛ LƴŦƻǊƳŀǘȅƪƛ  {ǘƻǎƻǿŀƴŜƧ  !DI 



²ȅŘȊƛŀƱ CƛȊȅƪƛ ƛ LƴŦƻǊƳŀǘȅƪƛ {ǘƻǎƻǿŀƴŜƧΣ 
!ƪŀŘŜƳƛŀ DƽǊƴƛŎȊƻ-Hutnicza 

 
Instytut Zoologii 

¦ƴƛǿŜǊǎȅǘŜǘ WŀƎƛŜƭƭƻƵǎƪƛ  
 

HASYLAB, Hamburg, Niemcy 
 

ANKA, Karlsruhe, Niemcy 
 

SOLEIL, Gif-sur-Yvette, Francja 
 

²ǎǇƽƱǇǊŀŎŀ 



Epilepsja 

Padaczka ς powszechny i ȊǊƽȍƴƛŎƻǿŀƴȅ ȊŜǎǇƽƱ chronicznych ǎŎƘƻǊȊŜƵ 
neurologicznych, ƪǘƽǊȅŎƘ ǿǎǇƽƭƴŊ ŎŜŎƘŊ ǎŊ napady drgawkowe ǿȅƴƛƪŀƧŊŎŜ z 
nadmiernych, ƎǿŀƱǘƻǿƴȅŎƘ i samorzutnych ǿȅƱŀŘƻǿŀƵ w ƪƻƳƽǊƪŀŎƘ 
nerwowych w ƳƽȊƎǳ. 

Przyczyny padaczki 

Padaczki idiopatyczne 

Uszkodzenia ƳƽȊƎǳ 

Nowotwory 

Choroby naczyniowe 

Schorzenia 
neurodegeneracyjne 

Wady wrodzone 



hƪƻƱƻ 50 Ƴƛƭƛƻƴƽǿ ludzi na ǏǿƛŜŎƛŜ i 400 ǘȅǎƛťŎȅ w Polsce cierpi na ŜǇƛƭŜǇǎƧť; 
 

30% epileptycznych ǇŀŎƧŜƴǘƽǿ cierpi na drgawki lekooporne, ƪǘƽǊŜ nie ƳƻƎŊ ōȅŏ 
kontrolowane przy ǳȍȅŎƛǳ ȍŀŘƴŜƧ z aktualnie ŘƻǎǘťǇƴȅŎƘ terapii farmakologicznych; 
 

Istnieje Ǉƻǿŀȍƴŀ ƪƻƴƛŜŎȊƴƻǏŏ poszukiwania nowych i alternatywnych strategii 
terapeutycznych! 
 

Nawet ƪǊƽǘƪƻǘǊǿŀƱȅ epizod ƴŀǇŀŘƽǿ drgawkowych ƳƻȍŜ ǎƪǳǘƪƻǿŀŏ lokalnymi lub 
ǊƻȊƭŜƎƱȅƳƛ zmianami neurodegeneracyjnymi, a ǏƳƛŜǊŏ ƪƻƳƽǊŜƪ nerwowych we 
ǿǊŀȍƭƛǿȅŎƘ strukturach ƳƽȊƎǳ obserwuje ǎƛť po drgawkach ǘǊǿŀƧŊŎȅŎƘ kilka-
ƪƛƭƪŀƴŀǏŎƛŜ minut; 
 

Minimalizacja ǳǎȊƪƻŘȊŜƵ ǿȅǿƻƱȅǿŀƴȅŎƘ przez ǊƻȊǇǊȊŜǎǘǊȊŜƴƛŀƧŊŎŜ ǎƛť drgawki jest 
jednym z istotnych ŎŜƭƽǿ ǿǎǇƽƱŎȊŜǎƴŜƧ neurologii klinicznej! 
 

Poszukiwanie nowych ƭŜƪƽǿ przeciwdrgawkowych i neuroprotekcyjnych wymaga 
lepszego zrozumienia procesu epileptogenezy! 

Epilepsja 



Ludzkie tkanki do ōŀŘŀƵ nad ŜǇƛƭŜǇǎƧŊ Ƴƻȍƴŀ ǳȊȅǎƪŀŏ tylko post mortem lub podczas 
chirurgicznej resekcji ogniska padaczkorodnego. 
 

½ǿƛŜǊȊťŎŜ modele padaczki ǇƻƳŀƎŀƧŊ lepiej proces epileptogenezy, co jest konieczne 
do opracowania nowych ƭŜƪƽǿ przeciwdrgawkowych i neuroprotekcyjnych. 
 

Znanych jest ǿƛťŎŜƧ ƴƛȍ 50 ǊƽȍƴȅŎƘ ȊǿƛŜǊȊťŎȅŎƘ modeli epilepsji! 
 

Tylko dwie grupy modeli: 
- modele post status epilepticus 
- modele drgawek rozniecanych 
zalecane ǎŊ przez NIH/NINDS (American National Institute of Health/National Institute 
of Neurological Disorders and Stroke) do ōŀŘŀƵ nad ǇŀǘƻƎŜƴŜȊŊ epilepsji i nowymi 
metodami jej leczenia.   
 

½ǿƛŜǊȊťŎŜ ƳƻŘŜƭŜ ǇŀŘŀŎȊƪƛ 

Stan padaczkowy (ƱŀŎ. status epilepticus) ς sytuacja, kiedy napad padaczkowy utrzymuje ǎƛť 
ponad 30 minut lub ǿȅǎǘťǇǳƧŜ ǘǊǿŀƧŊŎŀ tyle seria ƴŀǇŀŘƽǿ ƳƛťŘȊȅ ƪǘƽǊȅƳƛ chory nie odzyskuje 
ǇǊȊȅǘƻƳƴƻǏŎƛ. 



Modele TLE  

Modele post status epilepticus 
- pilokarpinowy 
- kwasu kainowego 

Modele drgawek rozniecanych 
- bƻŘȋŎŜƳ ŜƭŜƪǘǊȅŎȊƴȅƳ 
- bƻŘȋŎŜƳ ŎƘŜƳƛŎȊƴȅƳ 

½ǿƛŜǊȊťŎŜ ƳƻŘŜƭŜ ǇŀŘŀŎȊƪƛ 

Epilepsja ǇƱŀǘŀ skroniowego (ang. temporal lobe epilepsy) ς ƴŀƧŎȊťǏŎƛŜƧ 
ǿȅǎǘťǇǳƧŊŎȅ rodzaj padaczki ƻǎƽō ŘƻǊƻǎƱȅŎƘΣ w ƪƛƭƪǳŘȊƛŜǎƛťŎƛǳ procentach  
ǇǊȊȅǇŀŘƪƽǿ lekooporna. 



Cele badawcze 

1. Zbadanie ǳȍȅǘŜŎȊƴƻǏŎƛ technik ōŀȊǳƧŊŎȅŎƘ na promieniowaniu 
synchrotronowym w badaniach procesu epileptogenezy. 

 

2. hƪǊŜǏƭŜƴƛŜ roli metali w patogenezie i przebiegu epilepsji w 
pilokarpinowym modelu drgawek. 

 

3. Ocena zmian w zakresie akumulacji i struktury ƎƱƽǿƴȅŎƘ ōƛƻƳƻƭŜƪǳƱ oraz 
gromadzenia kreatyny ǿȅǎǘťǇǳƧŊŎȅŎƘ na skutek ŀƪǘȅǿƴƻǏŎƛ drgawkowej.  
 

4. hƪǊŜǏƭŜƴƛŜ grupy ǇǊƻŎŜǎƽǿ ȊŀŀƴƎŀȍƻǿŀƴȅŎƘ w powstanie zmian 
neurodegeneracyjnych formacji hipokampa oraz ǎǇƻƴǘŀƴƛŎȊƴŊ ŀƪǘȅǿƴƻǏŏ 
ŘǊƎŀǿƪƻǿŊ w modelu pilokarpinowym. 
 

5. wƻȊǿƽƧ metodologii mikroobrazowania tkanek z ǳȍȅŎƛŜƳ technik 
ōŀȊǳƧŊŎȅŎƘ na promieniowaniu synchrotronowym dla potrzeb neurologii i 
neuropatologii. 
 



½ǿƛŜǊȊťǘŀ eksperymentalne ς ŘƻǊƻǎƱŜ samce szczura szczepu Wistar, ƪǘƽǊŜ 
hodowane ōȅƱȅ w warunkach kontrolowanej temperatury i ƻǏǿƛŜǘƭŜƴƛŀ (20ҕ2 C, 12-
h cykl jasny:12-h cykl ciemny); dieta Labofeed i woda ŘƻǎǘťǇƴŜ ad libitum. 

 

²ȅǿƻƱŀƴƛŜ stanu padaczkowego u ȊǿƛŜǊȊŊǘ 60-dniowych wg metody Covolan i 
Mello ς pilokarpina wstrzykiwana dootrzewnowo (prod. Sigma, 300mg/kg), w celu 
zmniejszenia obwodowych ƻōƧŀǿƽǿ wegetatywnych stosowano skopolaminť (prod. 
Sigma, 1mg/kg); ȊǿƛŜǊȊťǘŀ kontrolne ƻǘǊȊȅƳǳƧŊ ǎƽƭ ŦƛȊƧƻƭƻƎƛŎȊƴŊ. 

 

Obserwacja zachowania zwierzŊt ς od czasu podania pilokarpiny, przez okres 6h, 
zwierzťta ǎŊ obserwowane przez niezaleȍnego eksperymentatora, zachowanie 
zwierzŊt jest protokoƱowane i oceniane wedƱug odpowiedniej skali (0-3). 

  
 

 
 

 
 

aŀǘŜǊƛŀƱ ōŀŘŀǿŎȊȅ 
ZǿƛŜǊȊťǘŀ ŜƪǎǇŜǊȅƳŜƴǘŀƭƴŜ  



Wczesna faza ostra 

wƻȊǿƛƴƛťǘŀ ŦŀȊŀ ƭŀǘŜƴŎƧƛ tƽȋƴŀ ŦŀȊŀ ƻǎǘǊŀ 

Wczesna faza latencji 

½ǿƛŜǊȊťǘŀ ƪƻƴǘǊƻƭƴŜ 

aŀǘŜǊƛŀƱ ōŀŘŀǿŎȊȅ 
ZǿƛŜǊȊťǘŀ ŜƪǎǇŜǊȅƳŜƴǘŀƭƴŜ  

Trzy okresy ǇƻƧŀǿƛŀƧŊŎŜ ǎƛť w zachowaniu ȊǿƛŜǊȊŊǘ poddanych ŘȊƛŀƱŀƴƛǳ 
pilokarpiny: 
1. CŀȊŀ ƻǎǘǊŀ ǘǊǿŀƧŊŎŀ ƻƪƻƱƻ нп ƎƻŘȊƛƴȅΤ 
2. Faza latencji όαŎƛŎƘŀέύ ς ǎǘŀōƛƭƛȊŀŎƧŀ ȊŀŎƘƻǿŀƴƛŀ ƛ ǎȅƎƴŀƱǳ 
ōƛƻŜƭŜƪǘǊȅŎȊƴŜƎƻ ƳƽȊƎǳΣ ǘǊǿŀ ƻŘ п Řƻ пп ŘƴƛΤ 

3. Faza chroniczna Ȋ ƴŀǿǊŀŎŀƧŊŎȅƳƛ ŘǊƎŀǿƪŀƳƛ ǎǇƻƴǘŀƴƛŎȊƴȅƳƛΦ 



aƛƪǊƻǘƻƳ ƳǊƻȍŜƴƛƻǿȅ 
(-30ϲC, 10-15 m m) 

aƽȊƎ ǎȊŎȊǳǊŀ 

Folia ultralene lub slajdy MirrIR Slajdy mikroskopowe 

Freeze-drying Analiza histologiczna 

Rentgenowska mikroskopia fluorescencyjna, 
Synchrotronowa mikrospektroskopia FTIR 

LN2, 77 K  

aŀǘŜǊƛŀƱ ōŀŘŀǿŎȊȅ 
tǊŜǇŀǊŀǘȅƪŀ ǇǊƽōŜƪ 



Obraz mikroskopowy ŎȊťǏŎƛ grzbietowej formacji hipokampa. 

aŀǘŜǊƛŀƱ ōŀŘŀǿŎȊȅ 
Formacja hipokampa 



Rentgenowska mikroskopia fluorescencyjna: 
ÅWŀƪƻǏŎƛƻǿŀΣ ǘƻǇƻƎǊŀŦƛŎȊƴŀ ƛ ƛƭƻǏŎƛƻǿŀ ŀƴŀƭƛȊŀ ǇƛŜǊǿƛŀǎǘƪƻǿŀ 
 
Mikrospektroskopia FTIR : 
Å.ŀŘŀƴƛŀ ǊƻȊƪƱŀŘƽǿ ōƛŀƱŜƪΣ ƭƛǇƛŘƽǿΣ ȊǿƛŊȊƪƽǿ ȊŀǿƛŜǊŀƧŊŎȅŎƘ ƎǊǳǇȅ ŦƻǎŦƻǊŀƴƻǿŜΣ ŜǘŎΦ 
Å½Ƴƛŀƴȅ ǎǘǊǳƪǘǳǊŀƭƴŜ ōƛŀƱŜƪ ƛ ƭƛǇƛŘƽǿ 
Å Detekcja kreatyny 

 
Mikrospektroskopia Ramana: 
Å Komplementarna do mikrospektroskopii FTIR 
ÅtƻǘǿƛŜǊŘȊŜƴƛŜ ƻōŜŎƴƻǏŎƛ ƪǊŜŀǘȅƴȅ 
Å[ƻƪŀƭƛȊŀŎƧŀ ŘŜǇƻȊȅǘƽǿ kreatynowych w tkance 

Metody badawcze 



Å  szeroki zakres widmowy 

Å  Řǳȍŀ ƳƻŎ ŜƳƛǎƧƛ 

Å  ǎƛƭƴŀ ƪƻƭƛƳŀŎƧŀ ǿƛŊȊƪƛ 

Å  Řǳȍŀ ƧŀǎƴƻǏŏ 

Å  polaryzacja 

Å  struktura czasowa 

Metody badawcze 
Promieniowanie synchrotronowe 



Aparatura pomiarowa linii L w HASYLAB. 

Pomiary na linii L w HASYLAB oraz linii FLUO w ANKA 
Energia ǿƛŊȊƪƛΥ 17 keV 
wƻȊƳƛŀǊ ǿƛŊȊƪƛΥ ǏǊŜŘƴƛŎŀ ƻŘǇƻǿƛŜŘƴƛƻ 15 i 12 m m 
Czas pomiaru: 8-10 i 6 s 
Obszar skanu: 4 mm2 

Metody badawcze 
Rentgenowska mikroskopia fluorescencyjna 



Mikroskop Continuum XL ze spektrometrem FTIR ThermoNicolet. 

Metody badawcze 
Mikrospektroskopia FTIR 

Pomiary na linii SMIS synchrotronu SOLEIL 
Rozmiar ǿƛŊȊƪƛΥ 10x10 m m2  
Zakres spektralny: 800-4000 cm-1 

wƻȊŘȊƛŜƭŎȊƻǏŏ ǎǇŜƪǘǊŀƭƴŀΥ 6 cm-1 

Liczba ǎƪŀƴƽǿ na widmo: 32(64) 



Metody badawcze 
Mikrospektroskopia FTIR 

hƎǊŀƴƛŎȊƻƴŀ ŘȅŦǊŀƪŎƧŊ ǇǊȊŜǎǘǊȊŜƴƴŀ ȊŘƻƭƴƻǏŏ ǊƻȊŘȊƛŜƭŎȊŀΗ 
ok. н˂κо dla pojedynczej apertury 
ok. ˂ κн Řƭŀ ǳƪƱŀŘƽǿ ƪƻƴŦƻƪŀƭƴȅŎƘ όŘǿƛŜ ŀǇŜǊǘǳǊȅύ  

tƻǊƽǿƴŀƴƛŜ ȋǊƽŘƱŀ synchrotronowego i globaru:  A ς ȊŀƭŜȍƴƻǏŏ ƧŀǎƴƻǏŎƛ ȋǊƽŘƱŀ od ŘƱǳƎƻǏŎƛ fali;  B ς 
ȊŀƭŜȍƴƻǏŏ ǿŀǊǘƻǏŎƛ ǎǘƻǎǳƴƪƽǿ ǎȅƎƴŀƱǳ do szumu od  rozmiaru zastosowanej  apertury; C ς ǇƻǊƽǿƴŀƴƛŜ 
widm absorpcyjnych dla apertury 10 m m. 



Pomiary na linii SMIS synchrotronu SOLEIL 
Laser: 780 nm, 14 mW 
wƻȊƳƛŀǊ ǿƛŊȊƪƛΥ 0,ф ҡƳ dla 780 nm  
Zakres spektralny: 50-3400 cm-1 

wƻȊŘȊƛŜƭŎȊƻǏŏ ǎǇŜƪǘǊŀƭƴŀΥ ƻŘ 10,1 do 18,5 cm-1 

Krok: 2,5 ҡƳ (H), 2 m m (V) 

Mikroskop Ramana DXR (ThermoNicolet). 

Metody badawcze 
Mikrospektroskopia Ramana 



²ȅƴƛƪƛ ōŀŘŀƵ ǇƛŜǊǿƛŀǎǘƪƻǿȅŎƘ 
Analiza topograficzna 

aŀǇȅ ǇƛŜǊǿƛŀǎǘƪƻǿŜ ǳȊȅǎƪŀƴŜ Řƭŀ ŦƻǊƳŀŎƧƛ ƘƛǇƻƪŀƳǇŀΤ ƴŀ ǎƪŀƭŀŎƘ ƎťǎǘƻǏŎƛ ǇƻǿƛŜǊȊŎƘƴƛƻǿŜ  ǿ m g/cm2. 



Statystycznie istotne zmiany w akumulacji ǇƛŜǊǿƛŀǎǘƪƽǿ ǇƻƳƛťŘȊȅ badanymi momentami czasowymi 
mierzonymi od  podania pilokarpiny. Nieparametryczny test U Manna-²ƘƛǘƴŜȅΩŀ, poziom ƛǎǘƻǘƴƻǏŎƛ 0,05. 

²ȅƴƛƪƛ ōŀŘŀƵ ǇƛŜǊǿƛŀǎǘƪƻǿȅŎƘ 
!ƴŀƭƛȊŀ ƛƭƻǏŎƛƻǿŀ 



²ȅƴƛƪƛ ōŀŘŀƵ ǇƛŜǊǿƛŀǎǘƪƻǿȅŎƘ 
!ƴŀƭƛȊŀ ƪƻǊŜƭŀŎƧƛ Ȋ ȊŀŎƘƻǿŀƴƛŜƳ ȊǿƛŜǊȊŊǘ 

TL ς czas od podania pilokarpiny do pierwszych ǇǊȊŜƧŀǿƽǿ ŀƪǘȅǿƴƻǏŎƛ drgawkowej; 
MAX ς ƛƴǘŜƴǎȅǿƴƻǏŏ maksymalnych drgawek, skala 6-cio stopniowa, od 0 do 3; 
T ς ŎŀƱƪƻǿƛǘȅ czas ŀƪǘȅǿƴƻǏŎƛ drgawkowej. 



²ǎǇƽƱŎȊȅƴƴƛƪƛ korelacji rang Spearmana, poziom ǳŦƴƻǏŎƛ 95% 

7 dni po podaniu pilokarpiny poziom ƴƛŜƪǘƽǊȅŎƘ ǇƛŜǊǿƛŀǎǘƪƽǿ w hipokampie ǿŎƛŊȍ 
silnie ȊŀƭŜȍȅ od przebiegu ostrej fazy stanu padaczkowego! 

²ȅƴƛƪƛ ōŀŘŀƵ ǇƛŜǊǿƛŀǎǘƪƻǿȅŎƘ 
!ƴŀƭƛȊŀ ƪƻǊŜƭŀŎƧƛ Ȋ ȊŀŎƘƻǿŀƴƛŜƳ ȊǿƛŜǊȊŊǘ 



Statystycznie istotne korelacje ǇƻƳƛťŘȊȅ zmianami pierwiastkowymi 
obserwowanymi w fazie latencji i parametrami behawioralnymi: 

 

Dla wszystkich badanych ƻōǎȊŀǊƽǿ poziom Ca , gdy TL  i T ; 

 

5ƻƪƱŀŘƴƛŜ odwrotne relacje zaobserwowano dla K, dodatkowo K  w CA1 i CA3, gdy 
MAX ;  

 

Poziom Cu i S , gdy TL  i MAX ; 

 

Zn w DG ǿȅƪŀȊȅǿŀƱ ponadto ŘƻŘŀǘƴƛŊ ƪƻǊŜƭŀŎƧť z T. 

²ȅƴƛƪƛ ōŀŘŀƵ ǇƛŜǊǿƛŀǎǘƪƻǿȅŎƘ 
!ƴŀƭƛȊŀ ƪƻǊŜƭŀŎƧƛ Ȋ ȊŀŎƘƻǿŀƴƛŜƳ ȊǿƛŜǊȊŊǘ 



Typowe ǿƛŘƳƻ ǊŜƧŜǎǘǊƻǿŀƴŜ Řƭŀ ǘƪŀƴƪƛ ƴŜǊǿƻǿŜƧ ǿ ȊŀƪǊŜǎƛŜ ǏǊŜŘƴƛŜƧ podczerwieni. 

²ȅƴƛƪƛ ōŀŘŀƵ 
Analiza akumulacji ōƛƻƳƻƭŜƪǳƱ 



²ȅƴƛƪƛ ōŀŘŀƵ ōƛƻŎƘŜƳƛŎȊƴȅŎƘ 
Analiza akumulacji ōƛƻƳƻƭŜƪǳƱ 

Dystrybucja ȊǿƛŊȊƪƽǿ ȊŀǿƛŜǊŀƧŊŎȅŎƘ grupy fosforanowe (kwasy nukleinowe, 
fosfolipidy, Χ) ς pasma ƻƪƻƱƻ 1084 cm-1 i 1224 cm-1, do ƪǘƽǊȅŎƘ ƎƱƽǿƴȅ ǿƪƱŀŘ ŘŀƧŊ 
symetryczne i antysymetryczne drgania ǊƻȊŎƛŊƎŀƧŊŎŜ grupy PO2-; 

 

Akumulacja protein ς ƛƴǘŜƴǎȅǿƴƻǏŏ pasma amidu I; ƎƱƽǿƴȅ ǿƪƱŀŘ drgania 
ǊƻȊŎƛŊƎŀƧŊŎŜ grupy C=O; 

 

Zmiany w zakresie ǿȊƎƭťŘƴŜƧ ŘǊǳƎƻǊȊťŘƻǿŜƧ str. ōƛŀƱŜƪ ς stosunek absorbancji przy 
1548 i 1657 cm-1 oraz przy ŎȊťǎǘƻǘƭƛǿƻǏŎƛŀŎƘ 1631 i 1658 cm-1; 
 
Dystrybucja ƭƛǇƛŘƽǿ ς masyw ƭƛǇƛŘƽǿ (od ƻƪƻƱƻ 2820 to 2996 cm-1); 
 
Zmiany w strukturze ƭƛǇƛŘƽǿ (poziomie nasycenia ŦƻǎŦƻƭƛǇƛŘƽǿΣ ŘƱǳƎƻǏŎƛ ƱŀƵŎǳŎƘƽǿ 
lipidowych) ς stosunek ƛƴǘŜƴǎȅǿƴƻǏŎƛ pasm absorpcji ƻƪƻƱƻ 2921 i 2958 cm-1, 3012 i 
2958 cm-1. 



²ȅƴƛƪƛ ōŀŘŀƵ ōƛƻŎƘŜƳƛŎȊƴȅŎƘ 
Analiza akumulacji ōƛƻƳƻƭŜƪǳƱ 

Mapy chemiczne uzyskane dla obszaru DG w ǇƻǊƽǿƴŀƴƛǳ z 
obrazem mikroskopowym tkanki. 


