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1. DANE PERSONALNE

Imie i nazwisko: Sylwia Olsztynska-Janus

Data i miejsce urodzenia:

Miejsce pracy: Katedra Inzynierii Biomedycznej, Wydzial Podstawowych
Probleméw Techniki, Politechnika Wroclawska

Stanowisko: Adiunkt naukowo-dydaktyczny

2. WYKSZTALCENIE, POSIADANE DYPLOMY I STOPNIE NAUKOWE

1998-2004 Studia doktoranckie, Wydzial Podstawowych Probleméw Techniki,
Instytut Fizyki, Politechnika Wroclawska.
Tytul rozprawy doktorskiej: ,,Zastosowanie spektroskopii ATR-FTIR
do badania molekularnego mechanizmu oddzialywania
promieniowania z zakresu bliskiej podczerwieni z aminokwasem
— fenyloalaning”.
Promotor: dr hab. Malgorzata Komorowska.
Recenzent: prof. dr hab. Wiestaw 1. Gruszecki.
Recenzent: prof dr hab. Maria Magdalena Szostak.
Data obrony: 21.09.2004 (Tytut doktora nauk fizycznych z wyréznieniem)

1999-2000 Rok studiéw na Université de Sciences et Technologies de Lille
(Francja) w ramach programu Erasmus/Socrates (dziedzina: InZynieria
Biomedyczna).

1993-1998  Politechnika Wroclawska, Wydziat Podstawowych Probleméw
Techniki, Kierunek: Fizyka, Specjalnoéé: Inzynieria Biomedyczna,
Zastosowanie komputeréw w medycynie.

Tytul pracy magisterskiej: ,,Badanie zmian strukturalnych w blonach
podstawnych kicbuszkéw nerkowych w procesach chorobowych.
Badanie metoda spektroskopii EPR”.

Promotor: dr hab. Malgorzata Komorowska.

Data obrony: 25.06.1998 (Tytut magistra inzyniera z wyrdéznieniem).

3. INFORMACIJE 0 DOTYCHCZASOWYM ZATRUDNIENIU

1.11.2014-aktualnie = Adiunkt, Katedra Inzynierii Biomedycznej, Politechnika Wroctawska.

1.10.2005-31.10.2014 Adiunkt, Instytut Inzynierii Biomedycznej i Pomiarowej, Politechnika
Wroclawska.

1.10.2004-30.09.2005 Asystent naukowo-dydaktyczny, Wydzialowy Zaklad Inzynierii
Biomedycznej i Pomiarowej, Politechnika Wroclawska.

1.02.2004-30.09.2004 Starszy referent techniczno-inzynieryjny, - Wydzialowy Zaklad
Inzynierii Biomedycznej i Pomiarowej, Politechnika Wroctawska.

1.10.1998-30.09.1999 Asystent naukowo-dydaktyczny, Instytut Fizyki, Politechnika
Wroctawska.



3.1. INFORMACIJE O STAZACH I SZKOLENIACH NAUKOWYCH

2016

2010

2006

2006

2002-2003

01.-02.2001

1999-2000

1999-2000

1997-1998

1997-1998

1997

1996-1997

Praktyka z chemometrii, Uniwersytet Wroctawski (prof. Mirostaw A.
Czarneckt, 3 miesigce).

Praktyka z analizy struktur biologicznych za pomocg technik
spektroskopii oscylacyjnej, Uniwersytet Wroctawski (prof. Bogustawa
Czarnik-Matusewicz', 2 tygodnie).

Dwutygodniowy pobyt w International University Bremen (IUB),
Niemey (finansowanie przez IUB, laureat grantu na Szkote Letnig
"Complex Materials: Cooperative Projects of the Natural, Engineering
and Biosciences™).

Dwutygodniowy pobyt w CEA (Commissariat & I’énergie atomique),
Grenoble, Francja (finansowanie przez CEA). Zastosowanie inZynierii
biomedycznej w przygotowaniun cienkich warstw z ukladéw
biologicznych i badania proceséw hydratacji/dehydratacji.

Praktyka z czasowo-rozdzielcze] spektroskopii fluorescencyjnej,
Instytut Technologii Organicznej i Tworzyw Sztucznych, Politechnika
Wroclawska (prof. dr hab. inz. Kazimiera Wilk; 3 miesiace).

1,5 miesigczny staz w Laboratoire de Spectrochimie Infrarouge
ct Raman (LASIR), Institut de Chimie, Université de Science
et Technologies de Lille, Lille, Francja (prof. Nathalie Dupuy).

10-cio miesigczny staz w Laboratoire de Spectrochimie Infrarouge
et Raman (LASIR), Institut de Chimie, Université de Science
et Technologies de Lille, Lille, Francja. Zastosowanie spektroskopii
oscylacyjnej do badania ukladdéw biologicznych.

Kurs Spektroskopii Molekularnej (w jezyku francuskim), Instytut
Fizyki, Université de Science et Technologies de Lille, Lille, Francja
(5 miesigcy).

Teoretyczna 1 praktyczna nauka Laserowej Spektroskopii
Molekularnej, Instytut Chemii Fizycznej i Teoretycznej, Politechnika
Wroclawska (prof. dr hab. inz. Magdalena M. Szostak, 6 miesiecy).

Praktyka roczna ze Spektroskopii EPR, NMR i UV-VIS, Instytut
Fizyki, Politechnika Wroclawska (dr hab. Malgorzata Komorowska).

Praktyka dotyczgca metod diagnostycznych, terapeutycznych
1 fizyeznych stosowanych w medycynie; stypendium DAAD, Niemcy:

- Instytut Fizyki, Uniwersytet Humboldta, Berlin,

- Centrum Medycyny Laserowej, Berlin,

- Instytut Fizyki, Uniwersytet w Bremen,

- BIAS, Bremen Institut fiir Angewandte Systeme,

- Laboratorium Biofizyki, Uniwersytet w Miinster,

- Uniwersytet Techniczny w Monachium,

— Medical Electronics and Clinic Rechhts von Isar ROTECH Gmbh,
Amerang.

praktyka dotyczgca najnowszych metod diagnostycznych i organizacji

sieci szpitalnej, Wojewodzki Szpital Specjalistyczny, Wroctaw.



3.2. PUBLIKACIJE

58 publikacji naukowych skladajacych si¢ z 20 artykulow, | monografii, 1 rozdziatu ;
w ksigzce migdzynarodowej, 7 polskich rozdzialdow, 5 zarejestrowanych ustnych referatow
konferencyjnych, 22 komunikatow konferencyjnych, 1 streszczenia (abstrakt konferencyjny)

11 edytorstwa ksigzki migdzynarodowe;.

Tabela 1. Dane metryczne (z dnia 12.07.2023)

Web of Science Scopus Google Scholar
H-indeks 13 12 14
Wszystkie ¢cytowania 431 429 630
Bez autocytowan 375 351

3.3. UDZIAL W PROJEKTACH NAUKOWYCH

Udziat w grantach jako wykonawca: 7 krajowych i 2 migdzynarodowe (krotkie zestawienie
projektow ujete jest w podpunkcie 5.3, lista projektow znajduje si¢ w zalaczniku 4). Efektem
pracy w grantach sg publikacje i udzialy w konferencjach krajowych i mi¢dzynarodowych,
ktorych jestem wspotautorem:

— Wrovasc nr POIG.01.01.02-02-001/08-00: 10 publikacji (4 artykuly, 1 rozdziat
migdzynarodowy, 2 komunikaty na konferencji miedzynarodowej, 3 komunikaty na
konferencji krajowe;j),

-~ grant aparaturowy nr 6180/1A/119/2012: 11 publikacji (4 artykuly, 1 komunikat na
konferencji migdzynarodowej i 10 komunikatéw na konferencjach krajowych),

— grant europejski FP7-PEOPLE-2012-IAPP nr 324514 (1 publikacja).

3.4. OSIAGNIECIA DYDAKTYCZNE

2009-aktualnie Czlonek Komisji ds. Dyplomowania na studiach I oraz II stopnia
na kierunku Inzynieria Biomedyczna, specjalnoé¢ Optyka Biomedyczna,
Wydziat Podstawowych Problemow Techniki, Politechnika Wroclawska.

1999—aktualnic nauczyciel akademicki prowadzacy rozne przedmioty z dyscypliny
InZynieria Biomedyczna w dziedzinie spektroskopii, fizyki, chemii,
informatyki i aparatury biomedyczne;j.

Promotor pomocniczy dwoch doktorantow:

— Katarzyna Niemczyk (data publicznej obrony: 26.05.2017):
Temat pracy doktorskiej: ,,Wplyw niektorych czynnikéw stymulacyjnych na wzrost,
rozwqj oraz whasciwosci biomechaniczne wybranych ro§lin”;
promotor: Prof. Jerzy Detyna, Wydziat Mechaniczny, Politechnika Wroctawska;

— Barbara Kmiecik (data publicznej obrony: 5.07.2018):
Temat pracy doktorskiej: ,Stereofotogrametryczna metoda identyfikacji geometrii
powierzchni obcigzonej mechanicznie przeznaczona do zastosowan biomedycznych™;
promotor: Prof. Jerzy Detyna, Wydziat Mechaniczny, Politechnika Wroctawska.

Opiekun:
— 21 prac dyplomowych magisterskich;
— 41 prac dyplomowych inzynierskich, i




4. WSKAZANIE OSIAGNIECIA NAUKOWEGO
4.1, TYTUL OSIAGNIECIA NAUKOWEGO

Osiagnieciem naukowym wynikajgcym z art. 221 ust. 10 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r.
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478 zm.) jest jednotematyczny
cykl publikacji naukowych zatytulowany:

Wplyw wybranych czynnikow fizykalnych na czasteczki i uklady biologiczne.

4.2. LISTA PUBLIKACH WCHODZACYCH W SKEAD OSIAGNIECIA NAUKOWEGO

Cykl publikacji stanowigcych wkiad i wykazujacych aktywnosé naukowa w dyscyplinie
Inzynieria Biomedyczna po otrzymaniu stopnia doktora sklada sie z nastepujacych o$miu
publikacji uporzadkowanych tematycznie (w siedmiu z nich [H. 1-4, 6-8] bylam pierwszym
autorem, w szesciu z nich [H. 2—4, 6-8] bylam autorem korespondencyjnym). Badania
dotycza trzech glownych zagadnien:

H1. Olsztynska-Janus S.i wsp., Conformational changes of
Fphenvialanive — near infrared-induced mechanism

Mechanizm oddzialywania af dimerization: BILYP studies. J. Mol. Strue. Theochem 2005

H2. Olsztyaska-Janus S.i wsp., Specific Applications of Vibrational
Spectroscopy in Biomedical Engineering. Rozdzial 4,

W: Biomedical Engineering, Trends, Research and Technologies /
Book 3, Red.: M. Komorowska i S. Olsztyaska-Janus, Wydawnictwo
InTech, Rijeka, Croatia, 2011.

promieniowania NIR .
na uklady biologiczne

2. Olsztynska-Janus 5.1 wsp., Specific Adpplicarions of Vibrationa
Spectroscopy in Biomedical Engiveering. Rozdzial 4, W
Biomedical Engineering, Trends. Research and Technologies / Book
3, Red.: M. Komorowska i 5 .Obztyfiska-Janus, Wydawnictwo

InTech, Rijeka, Croatia, 2011.

H3. Olsztynskea-Janus S.1 wsp., Spectroscopic techmigues i the study
of saft fissues and their components. Part I IR spectroscopy, Acta
Boeng. Biomech. 2012.

H4. Olsztynska-Janus 8.1 wsp., Spectroscepic techiigues in the study

Zastosowanie af saft tissues and their components, Pare II: Raman spectroscopy,
metod spektroskopowych Acta Boeng. Biomech. 2012
do badania procesdw H5.0leszko A., Olsztyiska-Yanus S.1 wsp., Application of FTIR-AIR
zachodzacych spectroscapy fo determine the extent of lipid peroxidation in plasna
wtkankach i ich during haemodialysis, Biomed. Research Intemational 2015,
sidadnikach H6 Qlsztyfska-Janus S_i wsp.. ATR-IR study of skin components:

Lipids, proteins and water: PareI: Temperarue gffect, Spectrochim.
Acta. Part A. 2018,

H7. Otsztyaska-Janus S, 1 wsp., ATR-IR study of skin

components: Lipids, proteins ane water. Part IT: Nee: ifrared
radiation effect, Spectrochim. Acta. Part A. 2018,

HS8. Olsztyiska-Janus 8.1 wsp., Effect of elevated temperature and
UV radiation on wmolecular séructuve of linoleic acid by ATR-IR and
nvo-dirnensional corvelation spectroscopy, Spectrochim. Acta. Part A
2020.

/Spektruskopia oscy[acyjn\

W polaczenis
z zaax::::oiwa.-nyml HS8. Oksztynska-Janus S. 1 wsp., Effect of alovated temperatine and UV
chemometrycznymi radiation on wolectdmy structure of linoleic acid by ATR-IR and rvo-
jako skuteczne narzedzie dimensional corvelation spectroscopy, Spectrachim. Acta. Part A
do kompleksowego 2020
badania zmian

\w strukturze mole}mia.my




4.3. PREZENTACJA CELU NAUKOWEGO 1 OSIAGNIETYCH WYNIKOW WRAZ Z OMOWIENIEM
ICH EWENTUALNEGO WYKORZYSTANIA

Inzynieria Biomedyczna jest interdyscyplinarng dziedzing nauki i techniki, lezacg
na styku nauk technicznych, medycznych i biologicznych. Jednym z celdw Inzynierii
Biomedycznej jest stymulowanie rozwoju medycyny poprzez dostarczanie nowych narzedzi
imetod badawczych, tworzenie modeli systeméw biologicznych i zachodzgcych w nich
procesow na poziomie molekularnym. Stosowane przeze mnie techniki spektroskopii
oscylacyjnej (IR i Raman) wspomagane zaawansowanymi metodami analizy danych takimi
jak dwuwymiarowa analiza korelacyjna oraz chemometria wpisuja sic w =zalozenia

nowoczesnej Inzynierii Biomedycznej.

Moim osiggnigciem naukowym stanowigcym podstawe wniosku habilitacyjnego sg
badania zmian strukturalnych indukowanych podwyzszong temperaturg oraz
promieniowaniem NIR (ang. Near Infrared) zardbwno w czgsteczkach o znaczeniu
biologicznym, jak i bardziej ztozonych ukiadach biologicznych takich jak tkanki za pomoca
spektroskopii oscylacyjnej. Wyniki te zostaly opublikowane w jednotematycznym cyklu
osmiu publikacji. Badania zaprezentowane w cyklu prac habilitacyjnych posiadajg potencijat
aplikacyjny polegajacy na wykorzystanin spektroskopit oscylacyjnej jako szybkiej
i nieinwazyjnej metody diagnostycznej. Znaczenie moich badan in vifro mozna przedstawic

nastgpujgco:

1) Badania z wykorzystaniem spektroskopii oscylacyjnej na przykladowych ukladach
modelowych moga pomoc w wyjasnieniu molekularnego mechanizmu oddziatywania
promieniowania niejonizujacego, jakim jest promieniowanie z zakresu bliskiej
podeczerwieni (NIR, ang. Near infrared) na uklady biologiczne [H. 1, 2, 7.

2) Analiza procesdw agregacji [H. 3, 4]. Agregacja bialek w farmaceutykach ma istotne
znaczenie W medycynie, gdyz moze prowadzi¢ do zmniejszenia bioaktywnos¢ leku
itym samym wplyna¢ na silg dzialania leku. Agregaty bialek moga wywolaé
niepozgdane skutki immunologiczne, np. wstrzas anafilaktyczny. Istnieje réwniez
hipoteza, ze choroby neurodegeneracyjne (np. Alzheimera, Parkinsona, Huntingtona,
Creutzfeldta-Jakoba), czy choroby nowotworowe sg zwigzane z patologia
i akumulacjg bialek.

3) Badania procesu utleniania lipidéw jako potencjalnego problemu zdrowotnego
dotyczacego fizjologii i zdrowia czlowieka. Produkty peroksydacji lipidéw akumulujg

si¢ w tkankach i mogg uszkadza¢ komorki reagujac z biatkami, lipidami i kwasami




4)

5)

6)

nukleinowymi. W Lkonsekwencji prowadza do wielu dysfunkcji 1 stanow
patologicznych w organizmie wywolujacych m.in. cukrzyce, miazdzyce czy
nowotwory. Analiza produktéw peroksydacji nie nalezy do najlatwiejszych,
spektroskopia oscylacyjna okazala si¢ jednak szybka i bezposrednia metodg badania
produktéw utleniania lipidéw [H. 5].

Badania wplywu temperatury na komponenty tkanek skory w celu zrozumienia
szczegOlowych procesdw  zachodzacych podczas termoterapii [H. 6] oraz
przewidywania wlasciwoéci termicznych innych tkanek. Analiza zmian strukturalnych
dla réznych skladnikow skéry indukowanych promieniowaniem z zakresu NIR moze
pomoc w wyjasnianiu mechanizméw molekularnych procesow zachodzgcych podczas
swiatloterapii [H. 7].

Badanie wplywu podwyZszonej temperatury oraz promieniowania UV na kwas
linolowy (LA, z ang. linoleic acid), ktory jest waznym materiatem budulcowym tkanki
skormej. Kwas linolowy jest niezbednym kwasem tliszczowym, ktory nie moze by¢
syntezowany przez nasz organizm. LA jest waznym skladnikiem fosfolipidow blon
komoérkowych. Dzieki temu, ze jest wbudowany w ceramidy cementu
miedzykomorkowego, ktore sg swoistym uszczelniaczem skory, LA zapewnia
powstanie bariery nieprzepuszczajacej czasteczki wody przez skore. Jedynag
mozliwoécia dostarczenia go do organizmu jest spozywanie w codziennej diecie.
Jednak zmiany strukturalne w LA w wyniku dzialania zewngtrznych czynnikéw
fizycznych (takich jak podwyzszona temperatura i promieniowanie ultrafioletowe UV)
mogg oddzialywac na nasz organizm, zar6wno na poziomie struktur komérkowych,
jak 1 w funkcjonowaniu wszystkich komorek naszego organizmu [H. 8].
Spektroskopowe badania biomateriatbw, np. polimeréw wykorzystywanych
w medycynie. Jedng z podstaw kwalifikacji biomaterialow jest okre§lenie ich
struktury, wlasnodci fizykochemicznych i oddziatywan z tkanka. Rodzaj materiatu
1jego struktura wplywajg na reakcje komoérkows z sasiadujgcg tkanka w przypadku
np. implantéw. Szczegélnym waznym zagadnieniem praktycznym jest badanie
proceséw biodegradacji biomaterialéw, ktore zachodza m.in. na skutek utleniania.
Potencjat spektroskopii ATR-IR do badania produktow utleniania zostal
zaprezentowany na przykladzie lipidow osocza krwi zwierzat podczas procedury
hemodializy [H. 5].



Badania tkanek i ich skladnikow prowadzone sq za pomocg wielu réznych technik
pomiarowych, wirdd ktorych, wazne miejsce zajmujg metody spektroskopowe monitorujace

efekty oddzialywania promieniowania z materia na poziomie molekularnym.

Na szczeg6lng uwage zasluguje spektroskopia oscylacyjna (FTIR i Ramana). Jest ona
szeroko stosowana w celu uzyskania informacji o strukturze badanych ukfadéw biologicznych
w warunkach in sifu, a takze in vivo. Jest to metoda nieinwazyjna i nie powoduje uszkodzet
badanych materialow.!'! Zmiany parametréw spektralnych na widmach ukladow
biologicznych dostarczaja cennych informacji o procesach zachodzgcych w tkankach na
poziomie molekularnym [H. 1-8]. Spektroskopia oscylacyjna pozwala na identyfikacje
tkanek i ich komponentdw, a takze na badanie wzajemnych relacji pomiedzy nimi oraz zmian
strukturalnych zachodzacych na wskutek dziatania réznych czymnikéw zewnetrznych.[
Spekiroskopie  oscylacyjna mozna wykorzysta¢ zarowno do analizy iloSciowej,
jak i jakosciowej.l’! Metoda ta nadaje si¢ do badafh materialow w réznym stanie skupienia.
Kolejng zaletg tej techniki jest niewielka ilo§¢ wymaganej probki, szybki proces rejestracji
widm, oraz co najwazniejsze, w przypadku probek biologicznych, nie jest wymagana
preparatyka tkanek. W zastosowaniach biologicznych i medycznych spektroskopia
oscylacyjna ma te zalete, Zze widma zawierajace duza ilo§¢ informacji mozemy otrzymac
z nicnaruszonej tkanki, a wigc bez ingerencji w jej strukture. Umozliwia to szczegdlows
analiz¢ chemiczng zlozonego materiatu biologicznego oraz szybka diagnostyke wszystkich
komponentéw tkankowych jednoczesnie. Metody spektroskopii oscylacyjnej sg metodami
nowoczesnymi, selektywnymi irelatywnie niedrogimi. Nalezy podkresli¢, Ze procesy
i mechanizmy, ktére badalam metodami spektroskopowymi mozna analizowaé rowniez
za pomocg metod chemicznych. Pomimo, ze sa to proste metody, posiadajg one dluzsze
procedury ze wzgledu na wymagang preparatyke, konieczng wiekszg ilo$¢ substancji badane;j,
czy stosowanie duzych ilosci odezynnikéw chemicznych, ktére mogg mieé bezposredni
wplyw na budowe ukiadow biologicznych, czy skfadnikew tkanek. Czegsto sg to techniki

bardzo kosztowne oraz nieobojetne dla srodowiska.

Inna zalety spektroskopii oscylacyjnej jest czutoéé nawet na male zmiany strukturalne,

Dzigki temu mozliwe sg badania poréwnawcze migdzy zdrows a chorobowo zmieniona

' Olsztynska-Janus S., Metoda oslabionego catkowitego wewnetrznego odbicia ATR. W: Chemia fizyczna, tom
4, rozdziat 7.8, Laboratorium fizykochemiczne, Red, L., Komorowski i A. Olszowski, PWN Warszawa, 2013, str.
214-217.

2 Ogruc ldiz G., et al., Spectrochim, Acta A Mol. Biomol. Spectrosc. 152, 2016, 551-556.

3 Vibrational Spectroscopy in Diagnosis and Screening, Red. F. Severcan, P.1. Haris, 10S Press, Amsterdam,
2012.



tkankg. Diatego obecnie techniki spektroskopii oscylacyjnej sa z powodzeniem stosowane
w diagnostyce klinicznej i badaniu proceséw patologicznych, czy chorobowych.!*]
Powszechna dostepnos¢ spektrometrdéw FTIR oraz duza ich uniwersalno§¢ sprawia, ze
spektroskopia oscylacyjna stanie si¢ wkrotce rutynowa metodg wykonywania analiz
fizykochemicznych w badaniach biomedycznych. Nalezy jednak uwazaé na silng absorpcje
wody, ktora utrudnia analize w spektroskopii FTTR. Natomiast spektroskopia Ramana nadaje
si¢ do badania ukladow biologicznych ze wzgledu na slaba absorpcje pochodzaca od wody

oraz mmiejsze szeroko$ci pasm. Wadg tej metody jest mniejszy stosunek sygnatu do szumu.

W niniejszym autoreferacie podsumowalam wyniki, ktére otrzymalam za pomoca
dwodch metod spektroskopii oscylacyjnej, szczegdlnic nadajgcych sie do badania tkanek:

spektroskopii ATR-IR oraz spektroskopii Ramana, ktore s3 metodami komplementarnymi.

* Travo A., et al., Anal. Bioanal. Chem. 406, 2014, 2367-2376.
* Wan X., et al., Spectrochim. Acta Part A Mol. Biomol. Spectrosc. 122, 2014, 193-197,
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4.4. MOLEKULARNY MECHANIZM ODDZIALYWANIA PROMIENIOWANIA 7Z ZAKRESU NIR
NA UKEADY BIOLOGICZNE

4.4.1. WSTEP

Skuteczna inzynieria biomedyczna i medycyna wymagaja znajomosci dokladnej
kontroli proceséw zachodzacych na poziomie komoérkowym i subkomérkowym. W wyniku
oddziatywania promieniowania elektromagnetycznego z materia zachodza procesy biorace
swoj poczatek na poziomie molekularnym. W efekcie moze nastapié zmiana wlasciwos$cl
fizykochemicznych czgsteczek, zmiana konformacyjna (wewngtrzna przemiana struktury) lub
nawet ich rozpad. Moze mie¢ to wazne konsekwencje biomedyczne prowadzace np.

do biostymulacyjnych efektéw terapeutycznych [H. 1, 2, 7].

Glownym celem moich badan byto wyjasnienie pierwotnego i wtornego mechanizmu
dzialania §wiatla z zakresu bliskiej podczerwieni (NIR). W wielu osrodkach badawczych na
calym swiecie prowadzone s3 obecnie badania nad wplywem promicniowania
elektromagnetycznego z zakresu MIR i NIR na ukfady biologiczne. Promieniowanie NIR jest
wykorzystywane zaroéwno w terapii, jak i diagnostyce medycznej.l*®! Promieniowanie NIR
nic wywoluje wylgcznie efektow termicznych (jak dotad sadzono), ale prowadzi rowniez
doreakcji fotochemicznych. Badania wykonane przeze mnie wykazujg jednak
na fotochemiczny charakter dzialania §wiatla z tego zakresu. Dowodem na taki mechanizm
jest zalezno&¢ od dlugoéci fali. Istotnym celem badan bylo réwniez udowodnienie transferu
protonu w ukladach biologicznych oraz wystgpowania procesu modyfikacji struktury wody
zwigzanej i globalnej pod wplywem promieniowania z zakresu NIR. Nalezy podkresli¢, ze
wczeSniejsze badania wskazywaly jedynic posrednio na obecno$é tego procesu.!'® !
Promieniowanie z zakresu IR ma dzialanie przeciwbdlowe iprzeciwzapalne, przyspiesza
gojenie sig ran, leczy procesy zapalne, opdznia procesy starzenia si¢ skory i wzmacnia uktad

odpornosciowy [H. 1, 2, 7].

5 Guedes G., ef al., Adv Mater. 33, 2021, €2007761.

" Okuyama 8., et al., Oncotarget. 8(68), 2017, 113194-113201.

& Johnstone D.M., et al., ChronoPhysiology & Therapy 4, 2014, 1-14.
? Cidral-Filho F. 1., et al., Lasers Med. Sci. 29, 2014, 695-702.

10 Chludzinska, et al., Blood Cells, Mol. Dis. 35, 2005, 74-79.

"' Komorowska M., et al., Colloids Surf B 26, 2002, 223-233,

12 Komorowska M., ef ai., Colloids Surf B 20, 2001, 309—314,

13 Komorowska M., ef al., J Photochem Photobiol B 68, 2002, 93—100.
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Promieniowanie IR stosuje si¢, migdzy innymi, w przewleklych ipodostrych
procesach zapalnych ireumatycznych stawdw oraz czeci miekkich konczyn, nerwobdlach
izespolach bolowych, naciekach iropnmiach tkanck migkkich, oraz innych procesach
chorobowych.!'*!%) Przykladem moze byé¢ ochronny wplyw promieniowania o dlugoéci fali
670 nm (lasery polprzewodnikowe) po radioterapii w procedurze medycznej przeszczepu
szpiku kostnego udzieci. Na skutek chemioterapii lub naswietlan promieniowaniem X
obserwuje si¢ powiklania w postaci ciezkiego uszkodzenia blony $luzowej jamy ustnej i
przewodu pokarmowego (mucositis). Badania wykazaly, ze po zastosowaniu takiej terapii
zmienia si¢ sklad $liny: maleje stezenie i aktywno$é mieloperoksydazy, peroksydazy §linowej
1 immunoglobuliny A, co prowadzi do zmniejszonej odpornosci na stany zapalne. Natomiast
po ekspozycji na promieniowanie IR niepozadane efekty ulegaja zmnicjszeniu.?”) Z kolei
ekspozycja na promieniowanie NIR indukuje nietermiczne uszkodzenia DNA w komorkach
mitotycznych, co moze mie¢ potencjalne zastosowanie w leczeniu nowotworow.?!
Promieniowanie z zakresu NIR modyfikuje réwniez dziatanie enzymdw transportu przez
blony, a w tym dzialanie kanaléw w blonach biologicznych, wzrost komorek, komunikacji
komoérek i systemu obronnego. Opisywana aktywno$¢ §wiatla zwigzana jest z modyfikacjami
na poziomie genéw zawiadujagcych tymi funkcjami komorki. Karu i in. wysuneli hipoteze
robocza przyjmujacy, ze za obserwowane efekty moze by¢ odpowiedzialna zmiana
potencjatéw  oksydacyjno-redukcyjnych po obu  stronach  wewnetrznej  blony

mitochondrium.?! Jednak jak na razie jest to niepotwierdzona hipoteza.

Promieniowanie o dlugosci fal w zakresie 600-1200 nm jest absorbowane gidwnie
przez takie skladniki tkankowe, jak woda, glukoza, hemoglobina, lipidy, aminokwasy, bialka,
kwasy nukleinowe [H. 2]. Absorpcja w tym zakresie dotyczy nadtondéw drgafi rozciggajacych
i pasm kombinacyjnych pochodzacych od grup polarnych, takich jak —OH,
~NH, —SH, czy -POH. Nalezy podkre§li¢, ze¢ oddzialywanie tego promieniowania
na poziomie tkanek czy calego organizmu jest wynikiem reakcji na poziomie komérkowym
i molekularnym. Dlatego tak wazne staje si¢ badanie skutkdw promieniowania, w tym NIR,

na poziomie molekularnym dla réznych ukladoéw biologicznych. Mimo zaawansowanych

14 Suresh S., et al, SRM J Res Dent Sci 6, 2015, 53—56.

'3 Dos Santos S.A., Lasers Med Sci. 29(3), 2014, 1051-1058.
18 Chen Y.-J,, et al., PLoS One 9, 2014, ¢89894.

'7 Farivar S., et al., J Lasers Med Sci 5(2), 2014, 58—62.

B hung H.S., et al., JACS 137, 2015, 3017-3023.

Y Farivar S., et al., ] Lasers Med Sci 5(2), 2014, 58-62.

2 Eells M.T.T., et al., Mitochondrion 4, 2004, 559-567.

3 Kujawa I, ef al., Photomed. Laser Surg. 22, 2004, 504-508.
2 Karu TI, et al., J Photochem Photobiol 81, 2005, 98—106.
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badan laboratoryjnych i klinicznych, pierwotny mechanizm dziatania promieniowania

z zakresu NIR nie jest do kofica wyjasniony.

Energia wigzaf wodorowych, ktora jest w zakresie 12—120 kJ/mol[*] a w biatkach
dochodzi nawet do 125,5 kJ/mol, jest porownywalna z energia promieniowania NIR (energia
fotonow promieniowania NIR w zakresic 700-2000 nm wynosi 171-60 kJ/mol). Oznacza to,
ze promieniowanie z zakresu NIR moze oddzialywaé na wiazania wodorowe, w tym réwniez
na warstwy hydratacyjne wokot struktur biologicznych. Badania eksperymentalne wody
i wodnych roztworéw zwigzkoéw organicznych wskazuja, ze absorpcja fotonéw z zakresu NIR
(z wykorzystaniem $wiatla laserowego) wptywa znaczgco na wode zwickszajgc stopien
dysocjacji,?*28] co w efekcie moze wptywaé na strukture biatek i ich funkcjonowanie. Natzle
i in. zaobserwowali zwigkszong dysocjacje wody poprzez jednofotonowe wzbudzenie
nadtonéw drgan wigzan O-H i O-D. Entalpia reakcji dysocjacji wody ma niskg warto&é
(AHz2s3 = 60,7 kl/mol), a wydajnos¢ kwantowa wynosi mniej niz 0,01%. Wzbudzenie
Swiattem laserowym powoduje przejsciowy wzrost przewodnictwa roziworu na skutek
wzrostu stezenia jonow hydroniowych i1 wodorotlenowych w roztworze. Wydajnoéé
kwantowa reakcji dysocjacji wzrasta wraz ze wzrostem energii fotondw. Okazuje sie,
ze energia fotondw odpowiada drganiom wigzah wodorowych grup —OH. Badania w pracach
Natzle i in. "*28 wykazaly, ze fotochemiczny efekt wywolujg tylko te czasteczki wody, kidre
tworzg wigzania wodorowe. Obecnos¢ substancji rozpuszczonych nie zmienia procesu
dysocjacji wody; natomiast zmienia silnie czas relaksacji miedzyczgsteczkowej
aktywowanych czasteczek. Wzbudzenia elektronowe czasteczek powodujg zmiang
w rozkladzie ladunku, a co za tym idzie wplywajg na ich reaktywno$¢. Natomiast absorpcja
promieniowania NIR i wzbudzenia oscylacyjne mogg prowadzi¢ do rozpadu wigzan
wodorowych oraz wzrostu stgzenia jondéw hydroniowych 1 wodorotlenowych, W pracy Nazile
i in. " wskazano, ze wydajno$é kwantowa procesu dysocjacji jest funkcja dlugosci fali
promieniowania padajgcego, aobserwowany wzrost przewodnictwa wynika z reakcji
wywolanej przez wzbudzenie oscylacyjne pojedynczym fotonem. Proces ten nie jest zwigzany

ze zmiang temperatury i nie ustaje bezposrednio po zakonczeniu naswietlania.

Z powyzszego wynika, ze modyfikacje struktury wody powinny prowadzi¢ do zmian

strukturalnych czasteczek aminokwasow, bialek i tkanck. Dlatego tez w swoich badaniach

B Steiner T., Koellner G., J Mol Biol, 2001, 305, 535-557.

2 Natzle W.C., Moore C.B., Goodall D.M., Frisch W., Holzwarth J.F., J Phys Chem 1981, 85, 2882-2884.
%5 Natzle W.C., Moore C.B., J Phys Chem 1985, 89, 2605-2612.

2 Phillips G.R., Eyring EM., J Phiys Chem 1986, 90, 316-319.
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skupitam si¢ na monitorowaniu zaréwno modyfikacji struktury aminokwaséw, bialek i tkanek
(skory, osocza) wywolanych ekspozycja na promieniowanic NIR, jak i oddzialtywan
migdzyczasteczkowych w obrebie badanych uktadow biclogicznych.

Otrzymane przeze mnie wyniki sugeruja, Ze po absorpcji promieniowania z zakresu
NIR dochodzi do ostabienia lub nawet rozerwania wigzan wodorowych, co prowadzi
do przeniesienia protonu. Pierwotnym fotoprocesem jest czesciowa dehydratacja powierzchni
struktur  biologicznych (oslabienie oddzialywania pomiedzy czasteczkami  wody
a czgsteczkami takimi jak aminokwasy czy biatka) z zachodzaca jednoczeénie protonacja grup
polarnych np. karboksylowych. Z kolei protonacja moze wywolaé zmiany strukturaine
na poziomie molekularnym (np. zmiany konformacyjne), co znacznic wplywa na przebicg
proceséw metabolicznych zachodzgcych w organizmach zywych. Stad moga wynikaé efekty
fizjologiczne w skali makro, jak szybsze procesy regeneracyjne, poprawa krgzenia
czy zmnigjszenie procesow zapalnych i bélowych podczas fototerapii promieniowaniem NIR

[H.1,2,7).

Dziatanie promieniowania NIR badanc jest metods ex-vivo. In vitro badane sg
hodowle tkankowe, komorkowe lub wyizolowane komérki takie jak krew, leukocyty
czy trombocyty. In vivo $wiatlo jest dozowane poprzez skore albo poprzez $wiatlowdd
wprowadzany bezpodrednio do naczyn krwionoénych. 7Z tego tez wzgledu istotnym
zagadnieniem jest okreSlenie zakresu spektralnego, jaki jest absorbowany przez skore
ico wydaje sie najwazniejsze, jak reaguja skladniki morfotyczne krwi na ten zakres
promieniowania [H. 2]. Dlatego jednym z celéw mojej pracy byla analiza zmian réznych
komponentéw skory zwierzat pod wplywem ekspozycji na promieniowanie NIR. Badatam
rowniez modyfikacje w skiadnikach krwi zwierzat poddanych zabiegowi medycznemu jakim

jest hemodializa.

4.4.2, METODOLOGIA BADAN

Poczagtkowo, do badan wybralam aminokwas L-fenyloalaning, ktéry jako duza
amfifilowa czasteczka moze stanowié prosty uktad modelowy biatka [H. 1]. Wiadomo jest, ze
struktura aminokwaséw, bialek oraz imnych biomolekul, ich biologiczna aktywnosé

i oddziatywania wplywajg na wiele proceséw fizjologicznych, takich jak biosynteza biakek, "]

¥ Merrick W., Microbiol. Rev., 1992, 56, 291-315.
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replikacja DNA, ! transdukcja sygnatu,?? czy transport molekularny.” Kolejnym krokiem
bylo poszerzenie badan na bardziej zlozone uklady jak biatka oraz tkanki [H. 2, 7].

Do badan zastosowalam specjalnic skonstruowany uklad z filtrem szeroko-
pasmowym przepuszczajacym promieniowanic NIR z zakresu 700-2000 nm. Zrédlo §wiatla
stanowila lampa halogenowa. Prébki byly naswietlane przez 15 minut promieniowaniem NIR,
gdyz wstgpne badania wykazaly najwickszg efektywnodé ekspozycji przy tym czasie
na$wietlania. Ggsto§¢ mocy promieniowania wynosita 6,5 mW/cm?*. W celu zabezpieczenia
przed przegrzewaniem si¢ probek, wykorzystano system podwdjnego chlodzenia plaszczem
wodnym i strumieniem powietrza. W czasie ekspozycji na promieniowanie NIR probka byla

mieszana w sposob ciagly w celu zapewnienia jednorodnych warunkéw podczas na§wietlania.

Giowng metoda badawczg byla spektroskopia ATR-IR, jedna z najbardzicj
obiecujgcych technik do badan diagnostycznych na poziomie molekularnym, a jednoczesnie
pozwalajaca wnioskowaé o procesach zachodzacych w skali globalnej [H. 2,3, roOwniez
H5-8]. Do badan wykorzystalam spektrometr FTIR Nicolet 6700 wraz z przystawka ATR
z krysztatem diamentowym [H. 2,3, 5-8] oraz spektrometr Ramana [H. 4] (przystawka ATR
i mikroskop Ramanowski zostaly zakupione w ramach grantu Ministerstwa Nauki
iSzkolnictwa Wyzszego nr 6180/1A/119/2012, glowny wykonawca). Aby ulatwié
mterpretacje wynikéw eksperymentalnych, wykonane zostaly obliczenia teoretyczne
za pomocy teoril funkcjonatow gestosci (DFT, ang. Density Functional Theory) struktury
badanych ukladow modelowych [H.1]. Ponadto zastosowatam zaawansowane metody
analizy widm takie jak dwuwymiarowa spektroskopia korelacyjna ianaliza korclacyjna

metodg ruchomego okna [H. 8].

W celu uzyskania lepszego stosunku sygnatu do szumu wykorzystywalam proces ich
wygladzania przy uzyciu algorytmu Savitzky ‘ego-Golaya.*!] Nastepnic stosujac procedury
dostgpne w programie Microcal Origin (wer. 9.0) wykonywalam korekecje linii bazowej
widm, obliczylam widma pochodnych (I-IV rzgdu) i wyznaczytam dokdadne potozenia pasm.
W kolejnym etapie obliczatam parametry spektraine: intensywno$¢ w maksimum absorpcji,
absorbancje integralng, szeroko$¢ poldéwkowa.’2! Wstepne przygotowanie widm (wigczajac

analiz¢ gidéwnych sktadowych, PCA, ang. Principal Component Analysis) do dwuwymiarowej

8 Bell S., Dutta A., Annu. Rev. Biochem., 2002, 71, 333-374.

2 Csepanyi-Komi R., ef al., Mol, Cell. Endocrinol., 2012, 353, 10-20.

¥ Vale R., Cell, 2003, 112, 467—480.

31 Savitzky A., Golay M.1.E., Anal. Chem. 1964, 36, 1627.

3 Kecki Z., Podstawy spektroskopii molekularnej, PWN, Warszawa, 1998.
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spektroskopii korelacyjnej (2DCOS, ang. Two Dimentional Correlation Spectroscopy)
1 analizg metodg ruchomego okna przeprowadzono przy uzyciu oprogramowania MATLAB
(MathWorks, Inc., USA). Uogélnione widma 2DCOS obliczono zgodnie z algorytmem
opracowanym przez Node,**! natomiast analize ruchomego okna przeprowadzono metods
zaproponowang przez Thomasa i Richardsona®® Widma 2DCOS i ruchomego okna
obliczono przy uzyciu oprogramowania pracujgcego w érodowisku Matlab, a jako widmo

odniesienia zastosowano widmo uérednione po czasie.*!

Zastosowanie réznych technik badawczych oraz réznych metod analizy danych
gwarantuje komplementamo$¢ uzyskanych wynikow oraz pozwala na niezalezne

potwierdzenie zachodzacych zmian w badanych ukfadach modelowych.

4.4.3. WPLYW PROMIENIOWANIA NIR NA AMINOKWASY I BIALKA

W poszukiwaniu przyczyn procesu agregacji skupilam sig¢ na zmianach struktury
wody wokot ukladow biologicznych pod wplywem promieniowania z zakresu NIR.
Zawarto$¢ wody 1 jej stan w otoczeniu giownych sktadnikéw komorek powinny wplywac na
przebieg proceséw zachodzacych na poziomie molekularnym. Woda wigze sie z czasteczkami
zpowicrzchni komoérek (biatka, aminokwasy, glikoproteiny) przy pomocy wigzan
wodorowych, ktbére absorbuja promieniowanie NIR. W dalszej warstwie takie czasteczki
otoczone sg przez wode globalna.l*$3" Podczas procesu parowania wody z roztworu L-
fenyloalaniny nastepuje wzrost stezenia aminokwasu w roztworze. W moich badaniach
dodatkowo zaobserwowatam nowe pasmo, ktére najprawdopodobniej wskazywalo na

obecnoéé formy dimerycznej aminokwasu. %]

W celu potwierdzenia procesn dimeryzacji, jak i1 okreslenia rodzaju dimerow
w czgsteczee aminokwasu wykorzystatam symulacje teoretyczne opisywanego zjawiska we
wspolpracy z prof. Jozefem Lipinskim' z Wydziatu Chemicznego Politechniki Wroctawskiej

[H. 1]. W literaturze mozna znalez¢ propozycje réznych metod obliczeniowych do badania

3 Noda L., Appl. Spectrosc. 47 (1993) 1329-1336.

34 Thomas M., Richardson H., Vib. Spectrosc. 24 (2000) 137-146.

35 Czarnecki MLA., Appl. Spectrosc. 52 (1998) 15831590,

* Tgnatov 1., Mosin O., J. Med. Phys. Biophys. 19, 2015, 47-65.

37 Bagchi B., Water in Biological and Chemical Processes From Structure and Dynamics to Function,
Cambridge University Press, Cambridge, 2014.

38 Qlsztynska-Janus S., Dupuy N., Vrielynck L., Komorowska M., Appl. Spectrosc. 60(9), 2006, 1040—-1053.
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struktury ukiadow biologicznych.**#] W swoich badaniach wykorzystatam metody
mechaniki kwantowej B3LYP (ang. Becke, 3-parameter, Lee—Yang—Parr) [H. 1] i MP3 (ang,.
second-order many-body perturbation theory)!*¥ Optymalizacje geometrii monomeru
i dimeru aminokwasu przeprowadzono za pomoca teorii funkcjonatu gestosci (DFT), z baza
B3LYP/6-31G" przy pomocy programu Gaussian 03.*°] Dalsza optymalizacja geometrii
i wyznaczenie czgstotliwodci oscylacyjnych zostata przeprowadzona przy uzyciu baz 6-31G”,
6-311+G” oraz 6-311+G™. Obliczono wzgledne energie i momenty dipolowe wszystkich

mozliwych konformeréw L-fenyloalaniny [H. 1].

Obliczenia teoretyczne pozwolity zaproponowaé mozliwy mechanizm tworzenia
dimerdw na przykladzie czasteczki fenyloalaniny (Rys. 1) [H. 1]. Dwie identyczne czgsteczki
aminokwasu tworza wigzanie wodorowe typu —C=0---HOOC-, dajac w konsekwencji
cykliczne dimery podobme do tych, jakie tworzg kwasy karboksylowe.** Tworzenie
peptydowych wigzan wodorowych C=0---N-H jest mniej korzystne energetycznie niz
tworzenie migdzyczgsteczkowych  wigzan  wodorowych  w cyklicznych  dimerach.
Taka cykliczna struktura wykazuje duzg stabilno$é termodynamiczng. Aby jednak proces
agregacji mial miejsce, czasteczka aminokwasu musi osiggngé sprzyjajgca temu procesowi
geometri¢. To wiadnie zmiana geometrii czasteczki zachodzi pod wplywem promieniowania
NIR jako bezposredni efekt absorpcji fotonu, co sugerowalam juz we wezesniejszych

pracach.[#3-46]

%9 Jékli 1, et al., Quantum Chemical Calculations on Small Protein Models, Ed, G, Naray-Szab6, in: Protein
Modelling, Springer, Switzerland, 2014.

% Karmakar T., Balasubramanian S., Chem, Phys, Lett. 613, 2014, 5-9,

4 Migovich M. L, Kel’man V. A., Optics Spectrosc. 117, 2014, 194-200.

42 Olsztyhska-Janus S., Szymborska K., Komorowska M., Lipifiski J, Acta Bioeng. Biomech. 10(3), 2008, 45—
49,

43 Gaussian 03, Revision C.02, M. I. Frisch, ef al., Gaussian, Inc., Wallingford CT, 2004,

# C. Emmeluth, M.A. Suhm, Phys. Chem, Chem. Phys. 5, 2003, 3094-3099,

43 Olsztynska 8., ef al., Acta Bioeng. Biomech., 3, Suppl. 2, 2001, 387-391.

4 QOlsztynska S., ef al., Acta Bioeng. Biomech., 1, 1999, 129-133.
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Rys. 1. Struktura cyklicznego dimeru fenyloalaniny (oznaczenia; - atomy C, @ atomy H, o atomy O,
@ atomy N).
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Zanim utworzone zostang dimery musi zatem doj$¢ najprawdopodobniej do zmiany
konformacji aminokwasu na skutek wewnatrzczasteczkowego transferu protonu. Nalezy
podkresli¢, Ze przeniesienie protonu nie zachodzi spontanicznie; konieczny jest czynnik
zewngtrzny (w tym przypadku promieniowanie NIR), aby mogl zajs¢ ten proces. Na skutek
przeniesienia protonu w roztworze wodnym aminokwasu z formy jonu obojnaczego powstaje
forma obojetna, ktéra posiada wyzsza energie. Zmieniajg sie parametry geometryczne
(dlugosci wigzafi O---H i N---H) oraz ich miejsca wigzace prowadzac do utworzenia nowych
konformeréw. Bazujac na wynikach teoretycznych obliczeh udowodniono, ze mozliwa jest
fotoindukowana izomeryzacja trans/cis aminokwasu (dochodzi do rotacji wokoél wigzania
-0, Rys. 2). Forma trans jest energetycznie bardziej korzystna niz forma cis. Jednakze,
na skutek entropowego efektu asocjacji, forma cis bgdzie dominujgca w roztworze wodnym i,
w rezultacie utworzy dwa mostki wodorowe pomiedzy czasteczkami aminokwasu, prowadzac
do utworzenia nowej, stabilnej konfiguracji. Asocjacja fenyloalaniny zachodzi tatwiej niz
w przypadku innych aminokwasoéw bez pierScieni aromatycznych. Moze to wynikad
z dodatkowych oddziatywan typu m-'m pomigdzy picrScicniami aromatycznymi
fenyloalaniny, ktére sprzyjaja procesowi dimeryzacji [H.1]. Badania cksperymentalne

potwierdzaja, ze oddzialywania hydrofobowe mogg ulatwia¢ procesy agregacji.[*”!

#7 D. Troitino, L. Bailey, F. Peral, J. Mol. Struct.(Theochem) 767, 2006, 131-138.
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Rys. 2. Sugerowany mechanizm izomeryzacji aminokwasow na preykladzie czgsteczki fenyloalaniny
pod wptywem promieniowania bliskiej podczerwieni (ZW1 — forma jonu obojnaczego, T, — forma trans gauche,

T; — forma trans trans, C, — forma cis gauche, C — forma cis trans aminokwasu) [H. 1].

W wyniku procesu agregacji dochodzi do przesunigcia wartodci pKa aminokwasu,
co zostalo zbadane za pomocg spekiroskopii ATR-IR.**! Na efekt ten moze wplywaé
obecnos¢ grup hydrofobowych aminokwaséw 1 bialek. Wzrost znaczenia oddzialywan
hydrofobowych po naswietlaniu promieniowaniem NIR sprzyja procesom agregacji
w ukladach biologicznych, co moze prowadzi¢ do zmian w funkcjonowaniu biatek, enzyméw
1 przebiegu proceséw metabolicznych. Czasteczki biatek (nawet tkanki) petnig role czujnikow
wychwytujacych modyfikacje strukturalne w obrebie wody otaczajacej uklady biologiczne.
Zmiany w strukturze wody pociagajg za sobg modyfikacje sgsiadujgcych czasteczek. Wyniki

te zostaly potwierdzone badaniami na innych aminokwasach, biatkach i skorze [H. 2, H. 7].

Moje dalsze badania wykazaty, ze promieniowanie NIR silnie modyfikuje zaréwno
inne aminokwasy (glicyna i alanina), jak i bialka. Jak si¢ okazalo, promieniowanie NIR
powoduje zmiany uwodnienia aminokwaséw. Zaobserwowalam obecnos¢ obojetnych
elektrycznie czasteczek, co zostalo potwierdzone pojawieniem si¢ nowych pasm w widmie
IR. Brak tadunku moze indukowaé powstawanie silnych oddzialywaf pomigdzy grupami

—COOH i -COO, co w konseckwencji prowadzi do agregacji tych czgsteczek. Tworzace sig

# Qlsztyniska-Janus 8., Komorowska M., Dupuy N., Appl. Spectrosc. 60(6), 2006, 648—652.
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agregaty sg bardzo trwale i nie ulegaja rozpadowi nawet w stosunkowo wysokich
temperaturach [H. 2]. Obecnosci aminokwaséw o réznym ltadunku ulatwia oddziatywania
migdzyczasteczkowe, a w tych warunkach moga powstawa¢ dimery. Wrydaje sig,

ze mechanizm agregacji jest zwigzany z neutralizacja czasteczek aminokwasow [H. 2].

Badatam réwniez wplyw temperatury na strukture w/w aminokwasow przed i po
ekspozycji na promieniowanie NIR. Obserwacja zmian parametrow spektralnych pasm
absorpcyjnych na widmach aminokwaséw w funkcji temperatury pozwolila na rozdzielenie
strukturalnych efektéw dzialania $wiatta od efektow temperaturowych. Porownanie
przeprowadzonych badan i opisanych w literaturze efektow temperaturowych wskazuje na
odmienny mechanizm dziafania promieniowania NIR w porownaniu z wplywem temperatury.
Zatem promieniowanie NIR musi wywolywaé efekty fotobiologiczne, a nie tylko cieplne.
Wstgpne wyniki zostaly przedstawione na konferencji w postaci dwoch referatow [0
Dodatkowo, zbadalam wplyw dlugoéci fal promieniowania NIR na strukturg glicyny
w wodzie. Wykazalam, ze dlugoéci fal aktywnych (dlugosci fal, przy ktdrych wystepuja
pasma kombinacyjne pochodzace od absorpcji wody) w przypadku tego aminokwasu
pokrywajg sie z dlugo$ciami fal odpowiadajagcym drganiom wigzan wodorowych z udzialem
wody. Widmo absorpcyjne wody w bliskiej podczerwieni miato podobny charakter do widma
promieniowania NIR roztworu glicyny (Rys.3), co potwierdzaloby zaproponowany
mechanizm. Zatem mozna wnioskowag, ze pierwszymu absorberami promieniowania NIR sg
czasteczki wody [H. 1, H. 2]. Najbardziej aktywne dhugosci fal to: 750, 800, 950, 1000 i 1075
nm. Literatura potwierdza, ze przy dtugosciach fal 750 i 800 nm zlokalizowano pasma drgan
grup polarnych —OH i —NH,P'2] gkolice 950 nm odpowiadajg drganiom grup —OH,P!
natomiast 1000 nm to dlugos¢ fal charakterystyczna dla drgan -NH.[?]

* Kosnik A., Nowosiad A., Olsztyaska-Janus S., Komorowska M.: Wplyw promieniowania z zakvesu bliskiej
podczerwieni i temperatury na struktury prostych aminokwaséw — badania spektroskopig ATR. W: Czlowiek-
cywilizacja-przysztoéé... T, 2, Oficyna Wydawnicza Politechniki Wroctawskiej, Wroctaw, 2009, str. 253--258.
% Nowosiad A., Koénik A., Olsztyhiska-Janus 8., Komorowska M.: Zmiany struktury wody pod wplywem
promieniowania z zakresu bliskiej podczerwieni i temperatury — badania spektreskopia ATR-FTIR.
W: Cerowick-cywilizacja-przysziosé... T. 2, Oficyna Wydawnicza Politechniki Wroctawskiej, Wroctaw, 2009,
str. 247-252.

*! Kjaergaard H. G., Howard D. L., J. Phys. Chem, A 106, 2002, 258-266.

52 John U., Nair K.P.R., Spectrochim. Acta Part A 63, 2006, 169-173,
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Rys. 3. A) Poréwnanie widma absorpeyijnego wody w stanie cieklym oraz widma promieniowania NIR roztworu
glicyny (B} (a — absorbancja, I — wzgledny wzrost absorbancji liczony wzgledem probki nienaswietlane;.
Na rysunku zaznaczono strzatkami dhugoscei fal wywoltujgce najwicksza efektywnosdc

dzialania promieniowania NIR [H. 2].

Badania pokazaly, ¢ promieniowanie NIR ma nieco inny wplyw na biatka niz
na aminokwasy. W przypadku biatka absorberami promieniowania sg przede wszystkim
struktury wody zwigzanej z jego powierzchnig. Woda tworzy z powierzchnia biatka wigzania
wodorowe, formujac pierwsza, druga i trzecig warstwe hydratacyjng.[*® Jesli naswietlaniu
poddany zostanic wodny roztwor biatka, to zostanie ono pozbawione (przynajmniej
czeéciowo) warstwy hydratacyjnej. Na skutck wzmozonego przeniesienia protonu (jonoéw H')
miedzy biatkiem a czasteczkami wody, zmianie ulega przestrzenny rozklad ladunkéw
czgsteczki biatka, a w konsekwencji jego struktura. Biatko zmienia swoje wlasciwosci
fizykochemiczne. Usunigcie wody z powierzchni biatka powoduje jego denaturacie,
co zostalo zaobserwowane na przykladowych biatkach krwi: albuminie i fibrynogenie.
Wigzania wodorowe tworzace struktury wody zwiazanej z powierzchnia biatka sg tworami
bardzo dynamicznymi. Wigzania te nie ulegajg catkowitemu rozpadowi, zmienia sig¢ tylko ich
czas zycla. W konsekwencji polarne grupy funkcyjne uzyskuja swobode i moga zmieniac
silnie swoja geometrie, tworzgc pary jonowe lub ulegaé protonacji. W koncowym efekcie
biatko moze catkowicie zmieni¢ swojg strukture i utworzy¢ duze agregaty, podobnie jak ma
to miejsce w przypadku aminokwasow, Trwale agregaty powstaja dzigki oddziatywaniom

miedzyczasteczkowym, ktore stabilizuja czasteczki badanych struktur biclogicznych.

33 Bhattacharjee N., Biswas P., Biophys. Chem. 158, 2011, 73-80,
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Odtwarzajgca sig strukitura wody wokél tych agregatow moze takze byé czynnikiem
stabilizujgcym [H. 2].

4.4.4. PROCESY PIERWOTNE WYWOLANE DZIAEANIEM PROMIENIOWANIA NIR

Moje dotychczasowe badania sugerujg, ze pierwotnym efektem dzialania
promieniowania NIR na obiekty biologiczne (poczawszy od pojedynczych czgsteczek,
a skonczywszy na catych tkankach) jest modyfikacja struktur otaczajacych je czasteczek
wody. Tg hipoteze potwierdzajg wczeéniejsze badania, zardwno na catych komdérkach
(erytrocyty, liposomy), jak i pojedynczych czasteczkach lub makroczgsteczkach, dlatego tez
uwaza sig, ze proces ten zachodzi w kazdym oérodku biologicznym. Pierwotna modyfikacja
struktur tworzonych przez czasteczki wody moze prowadzié do protonacji i w konsekwencji
do procesdéw wtdrnych: agregacji i1 zmian konformacyjnych. Efekty te moga wywolywac
odpowiedz fizjologiczng organizméw zywych. Przykladowo, aktywno$¢ wody moze
odgrywa¢ wazng role w kinetycznym mechanizmie regulacji allosterycznej biatek,
w przej$ciu  oksyhemoglobiny w forme deoksy, w wewngtrzczasteczkowym transferze
protonu oraz w reakcji izomeryzacji, co potwierdzajg takze moje badania eksperymentalne
i teoretyczne [H. 1, IL 2, H. 7]. Dodatkowo, obserwowane efekty dziatania promieniowania
NIR na materi¢ wykazuja silng zaleznos¢ od dawki i spelniajg bez wyjatku prawo Arndta-
Schultza.’*  Oznacza to, ze istnieje optymalna dawka promieniowania wywolujaca
najwicksze efekty w materiil®>! Dawki mmniejsze lub wigksze od optymalnej albo stabo
oddzialuja, albo hamujg indukowane procesy. Zardwno proste czasteczki, makroczgsteczki,
jak itkanki sg czule na procesy wywolane modyfikacjami w obrebie wody otaczajacej uklady
biologiczne. Wszystkie inne efekty, jakie zachodzg po ekspozycji na promieniowanie NIR
sg procesami wtornymi, co wykazalam w moich pracach [H.1, H.2, H.7]. Nalezy
podkreshi¢, ze materiat biologiczny naswietlany promieniowaniem IR/NIR nie ulega
uszkodzeniu, w przeciwienstwie do dzialania promieniowania UV, ktére ma znacznie wyzszg

energi¢. Jest to istotne z punktu widzenia badan medycznych, np. w dermatologii.

Podsumowujac, wyniki moich badan [H.1, H.2, H.7] wyraznie pokazuja, ze
promieniowanie z zakresu NIR rzeczywiscie moze by¢ efektywne w $wiatloterapii
lub diagnostyce medycznej. Mozliwe staje si¢ monitorowanie procesOw w ukladach

biologicznych za pomoca metod spektroskopowych, a zwlaszcza spektroskopii

74 Straburzynski G, Straburzyfiska-Lupa A., Fizjoterapia, Wydawnictwo Lekarskie PZWL, Warszawa 2004,

3 Komorowska M., Olsztynska-Janus 8., Szymborska-Matek K., Wykorzystanie oddzialywania $wiatla
w bliskiej podczerwieni na struktury biologiczne. Rozdziat 15, W: Optyka Biomedyczna. Wybrane zagadnienia,
Red.: H. Podbielska, Wydawnictwo Politechniki Wroclawskiej, Wroctaw, 2011, 375-386,
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w podczerwieni. Zmiany indukowane promieniowaniem NIR moga odgrywaé istotng rolg
w wielu procesach zachodzacych napoziomie molekularnym, takich jak: transport
hydrofilowych i hydrofobowych $rodkéw farmaceutycznych (lekéw) przez liposomy,
oddzialywanie tych ukladéw z komorkami nowotworowymi, procesy metaboliczne — wplyw
na aktywno$¢ enzymow (np. lecytynaz), kondensacja aminokwasow itd. Dlatego tez procesy
indukowane przez ckspozycje na promieniowanie NIR moga prowadzi¢ do powaznych
konsekwencji, zarowno w medycynie, jak i w inzynierii biomedycznej, gdzie promieniowanie

NIR jest stosowane,

4.5. BADANIE TKANEK MIEKKICH ZA POMOCA SPEKTROSKOPII OSCYLACYJNEJ — PRACE
PRZEGLADOWE

Badania bedace przedmiotem dwoch artykuldow zawierajgcych zbior prac
przeprowadzone zostaly na przykladowych tkankach, typu: Sciegna, naczynia krwionoéne,
skora, erytrocyty iich cienie oraz na sktadnikach biologicznych, takich jak: osocze, biatka,
(np. albumina, hemoglobina), aminokwasy, DNA i depozyty wapnia. Do badan wykorzystano
spektroskopi¢ ATR-IR [H. 3] oraz spektroskopie Ramana [H. 4].

Spektroskopia w podczerwieni

W pracy [H.3] przedstawilam przykladowe widma aminokwasdéw o réinej
polarnosci (glicyny, alaniny, fenyloalaniny), przyktadowych komponentéw krwi (osocza,
erytrocytdw) wraz z proponowanymi przypisaniami pasm, ktére sa niezbgdne do analizy
widm badanych ukladéw. Badania koncentrowaly si¢ na analizie procesow zachodzgcych
w aminokwasach podczas zmian protonacji oraz procesOw agregacji. Proces agregacji
dotyczy zaréwno malych czgsteczek (aminokwasow), jak i makroczasteczek (bialek).
Czasteczki poszukujac najbardziej stabilnego stanu konformacyjnego przechodzg przez
ograniczony podzbiér mozliwych stanéw, co potwierdza literatura.*®! Proces agregacji
charakteryzuje si¢ obecnodcia stanéw poérednich. Trwale zagregowane formy powstaja dzieki
oddzialywaniom mi¢dzyczasteczkowym, ktore stabilizuja poszczegdlne czgsteczki biafka.
Oddzialywania te wystgpuja pomiedzy czeSciowo zwinigtymi konformacjami biatka.

%6 Harris IR., Milton N.G.N. Introduction and Technical Survey: Protein Aggregation and Fibrillogenesis,
W: Protein Aggregation and Fibrillogenesis in Cerebral and Systemic Amyloid Disease, Ed.: Harris LR,
Subcellular Biochemistry 63, 2012, 3-25.
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Moje badania wykazaly, Ze zmiany zawartofci wody (tj. odwodnienie) mogg
spowodowaé zmiany strukturalne czasteczek aminokwasow i bialek. Prowadzi to do zmiany
otoczenia ich grup polarnych i hydrofobowych, a w konsekwencji do zmian w intensywnosci
ipolozen pasm w widmie IR. Zmiany protonacji czasteczek umozliwiaja ich modyfikacje
konformacyjne, co moze, w konsekwencji, prowadzi¢ do procesu agregacji. Podczas procesu
agregacji po ekspozycji na promieniowanie NIR na widmach ATR-IR pojawia si¢ nowe

pasmo w regionie 1680-1700 cm™! w przypadku aminokwasow i biatek.

Kolejnym zagadnicniem omoéwionym w pracy [H.3] jest badanie procesow
denaturacji bialek przy pomocy spekiroskopii IR. Struktura bialek moze by¢ zmieniona
np. przez denaturanty czy stabilizatory obecne w roztworze, jak réwniez przez zmiany
temperatury, cisnienia, pH czy sily jonowej. Struktura bialek moZe zostaé oslabiana
lub wzmacniana, zaleznie od rodzaju bodzca. Badanie tych zmian dostarcza informacj¢ na
temat roli rozpuszczalnika w utrzymaniu natywnej konformacji biatka. Przeprowadzone
badania nad procesami zachodzacymi w wyniku dzialania temperatury wykazuja, ze
przemiana konformacyjna biatek zachodzi w 3 etapach. Pierwszy z nich to poczatek zmian
konformacyjnych, zachodzacy od temperatury okoto 30°C do ok. 44°C. Potem nast¢puje
proces rozwijania laficucha peptydowego ipoczatek przemian zwigzanych ze zjawiskiem
agregacji. W konsekwencji procesy te prowadzg do stopniowego spadku intensywnosci
pasma charakterystycznego dla o-helisy przy ok. 1649-1651 cm™' na rzecz formowania sie
dwoch pasm, odpowiednio przy 1618—1620 cni! (silne pasmo) i przy 1680-1690 cm™ (stabe
pasmo) na widmach IR. Sg to tzw. produkty agregacji, pochodzace od antyrownoleglej
struktury B. Struktury te sa bardzo trwale inic ulegaja rozpadowi nawet w stosunkowo
wysokich temperaturach. Proces agregacji biatek zachodzi w przedziale temperatur 44—54°C.
Koncowym efektem podwyzszania temperatury jest denaturacja, czyli nicodwracalne écinanie

bialka w temperaturze 54—68°C, co potwierdzajg doniesienia literaturowe.l*”

Zwrocilam takze uwage na konsekwencje proceséw agregacji bialek (zwiaszcza
niekontrolowanej agregacji), ktére moga miec istotne znaczenie w medycynie. Prawidiowe
funkcjonowanie bialek jest bowiem konieczne dla poprawnego dziatania calego organizmu.
Zaburzenia struktury przestrzenne] bialek moga indukowal procesy patologiczne.
Akumulacja patologicznych bialek moze negatywnie wplywaé na metabolizm tkanek

1 w konsekwencji prowadzi¢ do wielu choréb. Zmiany w domenach lipidow i zmiany

" Yan Y.-B,, et al,, Biophys. J. 86, 2004, 1682-1690,
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konformacyjne bialek moga powstaé réwniez na skutek proceséw utleniania wywolanych

przez wolne rodniki w czasie rozwoju choréb, co jest zgodne z literaturs, 8!

Spektroskopia w podczerwieni (w tym réwniez technika ATR) moze byé uzyta do
analizy plyndéw ustrojowych, takze osocza i jego zawartoéci. Przykltadowo rejestrowano
widma FTIR skladnikéw osocza takich jak aminokwasy, kwasy thuszczowe, albumina,
fibrynogen, glukoza, gliceryna, mocznik, czy cholesterol. W widmie FTIR roztworu osocza
mozna si¢ spodziewaé gldwnych pasm bialkowych (amid I, amid II), ktére moga by¢

markerami modyfikacji konformacyjnych biatek w osoczu, co potwierdza takze literatura.>®!

W pracy [H. 3] opisalam réwniez zastosowania biomedyczne spektroskopii ATR-IR,
podajac cele diagnostyczne i profilaktyczne. Podstawe medycyny klinicznej stanowi
diagnostyka schorzen, a wspolczesny rozwdj medycyny stawia nowe wymagania w jej
zakresie. Niezbgdna jest wlasciwa klasyfikacja schorzenia (z uwzgigdnieniem podtypow
jednostki chorobowe]), ocena stopnia zaawansowania schorzenia, w przypadku choroby
nowotworowej rowniez rozpoznanie stopnia zlo§liwosci nowotworu. Ponadto, istotnym jest
monitorowanie postepéw choroby 1 skutecznoécei stosowanej terapii. W tym celu konieczne
jest stosowanie technik dajacych mozliwo$é dotarcia do mikro- a nawet nanoobszarow
tkanek, czy tez umozliwiajacych poznanie struktury i wiasnosci pojedynczych molekul.
Informacja dostarczana przez ,konwencjonalne” metody diagnostyki medycznej moze
nigjednokrotnie okazaé sie niewystarczajaca, co pociaga za sobg konieczno$¢ stosowania
nowych metod badawczych. Wspdlczesny rozwdj technik, zwlaszcza fizycznych, otwiera
nowe drogi poznawcze dla metod diagnostyki medycznej. Umozliwia dotarcie do informacji
o skfadzie chemicznym tkanek i pojedynczych komérek, budowie molekularnej uktadéw
biologicznych, czege nie mozna bylo osiggnaé stosowanymi dotychczas metodami

diagnostycznymi.

W pracy [H. 3] podkreslilam, Ze spektroskopia jako specyficzna metoda analityczna
moze dostarcza¢ szybko jednoznacznej informacji o skladzie biochemicznym tkanek
ikomorek. Dodatkowe polgczenie spektroskopii z mikroskopia stwarza mozliwose
monitorowania tkanek w mikroobszarach, a tym samym, pozwala na analizg biochemiczna
na poziomie molekularnym. Analiza takich skladnikéw jak biatka, lipidy, weglowodany

tkwasy nukleinowe moze pozwoli¢ na szybkg diagnostyke wielu chordb. Dokiadnosé

8 L. A. Pham-Huy, et al., Int. J. Biomed. Sci. 4(2), 2008, 89-96.
> Barth A., Biochim. Biophys Acta 1767, 2007, 1073-1101,
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pomiaru oraz wysoka powtarzalno$¢ sprawiaja, ze spektroskopia oscylacyjna moze staé sic

idealnym nieinwazyjnym narzg¢dziem w inzynierii biomedycznej.

Swoja wiedz¢ i doswiadczenie zdobyte podczas wieloletnich badan tkanek i struktur
biologicznych wykorzystalam do przygotowania rozdzialow poswigconych zastosowaniom

spektroskopii oscylacyjnej do badania ukladéw biologicznych w dwdch monografiach. 60611

Spektroskopia Ramana [H. 4]

W kolejnej pracy [H.4] wykazatam, ze spektroskopia Ramana posiada duzy
potencjal w badaniach materialow biologicznych, w tym ludzkich tkanek. Technika ta
dostarcza informacji o strukturze czasteczek i oddziatywaniach na poziomie molekularnym
dzigki czemu znajduje zastosowaniec w medycynie, jako technika diagnostyczna. Uwaza sig,
ze spektroskopia Ramana jest metodg komplementarna do spektroskopii IR. Ze wzgledu na
odmienne reguly wyboru, na widmach Ramana lepiej widoczne s3 drgania niepolarnych
fragmentow czasteczki. Z tego tez powodu, absorpcja od wody nie stanowi powaznego
problemu w analizie widmowej, w przeciwiefistwie do widm IR. Pasma na widmach Ramana
maja zazwyczaj mmiejsze szerokosci niz pasma na widmach IR, co pozwala na lepsza
separacjg roznych skladnikow badanej prébki. Spektroskopia ramanowska pozwala na analize
zmian zachodzgcych w tkankach pod wplywem proceséw chorobowych i czynnikow
patologicznych. Technika ta jest uwazana za nicinwazyjna i mozliwe jest jej zastosowanie do
pomiaréw in vivo. Procesy chorobowe (np. luszczyca, nowotwory) i procesy starzenia sie
powodujg zmiany w strukturze biochemicznej tkanek, co znajduje swoje odzwierciedlenie na
widmach ramanowskich, dlatego skéra jest jedng z czesciej badanych tkanck. Rozpoznanie
wielu schorzen skory, trudnych do zdiagnozowania jedynie na podstawie obrazu klinicznego,
mozliwe jest dzigki zastosowaniu spektroskopii oscylacyjnej. W procesach chorobowych
mozna obserwowa¢ zmiany spektralne w obrgbie pasm lipidow (np. wzrost intensywnosci
pasma drgaf lipidow lub zmiany stopnia uwodnicnia), co potwierdzaja takze doniesienia

literaturowe. [92:63]

8 Qlsztyiska-Janus S., Metoda ostabionego catkowitego wewngtrznego odbicia ATR. W: Chemia fizyczna, tom
4, rozdziat 7.8, Laboratorium fizykochemiczne, Red.: L. Komorowski i A. Olszowski, PWN Warszawa, 2013,
str. 214-217.

S Olsztyiska-Janns S., Komorowski L., Widmo oscylacyjne. W: Chemia fizyczna, tom 4, rozdzial 17.8,
Laboratorium fizykochemiczne, Red.: L. Komorowski i A, Olszowski, PWN Warszawa, 2013, str. 669-679.

%2 Gniedecka M., et al., J. Invest. Dermatol. 122, 2004, 443-449.

% Gniadecka M., ef al., J. Mol. Struct. 661-662, 2003, 405-410.
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Analiza zmian w parametrach spektralnych na widmach oscylacyjnych skladnikéw
tkankowych pod wplywem rbéznych czynnikéw fizycznych i chemicznych pozwolita mi
na opracowanie metody oznaczania stresu oksydacyjnego 2z osocza zwierzgcego
w hemodializie oraz wyznaczania przejé¢ fazowych w lipidach w skérze zwierzecej wraz
z obserwacja procesu denaturacji biatek i zmian w uwodnieniu badanej tkanki, co opisalam

w nastepnych podrozdziatach.

4.5.1,OPRACOWANIE METODY OZNACZANIA STRESU OKSYDACYJNEGO W PROCESIE
HEMODIALIZY [H. 5].

Podczas zabiegu hemodializy ze wzgledu na kontakt krwi pacjenta z powierzchniami
drendéw i dializatora dochodzi do aktywacji uktadu immunologicznego ™ i wydzielania
do osocza reaktywnych form tlenu (RFT) 9] przez aktywowane neutrofile i trombocyty.[5]
Do najbardziej reaktywnych form tlenu wystepujacych w ukfadach biologicznych naleza:
anion ponadtlenkowy, nadtlenck wodoru, rodnik hydroksylowy, tlen singletowy, czy kwas
podchlorawy. Zwiazki te moga przedostawaé si¢ z komdrek do przestrzeni pozakomérkowej
1wowcezas dziataja niszczaco na otaczajace tkanki. Nagromadrzenie si¢ wolnych rodnikéw
prowadzi do destrukcji elementéw strukturalnych i funkcjonalnych komérek, a nawet
zaburzefi homcostazy.l”! W konsekwencji tych patologii dochodzi do pojawienia sig
w organizmie wielu proceséw chorobowych (np. choréb ukiadu krazenia, cukrzycy, chordb

neurodegeneracyjnych, standéw zapahych), 686

Szczegdlnie narazone na dziatanie RFT s3 lipidy ibiatka zawarte w osoczu,
ulegajace peroksydacji.["! Gléwnym produktem rozpadu lipidéw, ktore ulegly peroksydacji
podczas zabiegu hemodializy jest dialdehyd malonowy (MDA).UY Najpowszechniej
stosowana metoda wyznaczania stgzenia MDA jest oznaczanie produktéw jego reakcji
z kwasem tiobarbiturowym (thiobarbituric acid reactive substances, TBARS). W technice
TBARS wykorzystuje si¢ reakcje dialdehydu malonowego (MDA) z kwasem
tiobarbiturowym (TBA), podczas kidrej tworzy sig barwny kompleks MDA-TBA absorbujgcy

¢ Halliwell B., Chirico S., The American Journal of Clinical Nutrition 57, 1993, 715-724.
55 Vileno B. et al., Biophysical Chemistry 152, 2010, 164169,

% Klebanoff S., Annals of Internal Medicine 93, 1980, 480—489.

57 Bartosz G., Druga twarz tlenu: wolne rodniki w przyrodzie, PWN, Warszawa 2009,

58 Aruoma O.1, Journal of the American Qil Chemists’ Society 75, 1998, 199-212.

62 Calabrese V., et al., Journal of the Neurological Sciences 233, 2005, 145-162.

™ Luechi L., ef al., Artificial Organs 29, 2005, 832-837.
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przy 530-535 nm.["" Réznica absorbancji (Asis—Asco) stanowi miare zawartosci TBARS
w probce. Technika TBARS charakteryzuje sie niskg specyficznoscia, jest to technika
posrednia badania produktow peroksydacii lipidéw. Z TBA moga reagowa¢ inne niz MDA
zwigzki, obecne w strukturach biologicznych, np. bilirubina, kwas sialowy, produkty
degradacji cukrowcéw, aldehydy.’”” W hemodializie pomimo powstawania MDA w osoczu
jego stezenie spada podczas zabiegu, poniewaz jest on usuwany z krwi w dializatorze.
Uniemozliwia to zastosowaniec metody oznaczania TBARS do badania ilo$ci produktow
peroksydacji lipidow osocza podczas hemodializy. Dlatego zaproponowaliSmy wykorzystanie
spektroskopii ATR-IR w celu oznaczania stopnia utleniania lipidow zamiast metody TBARS

[H. 5].

Eksperyment zostat wykonany w modeln zwierzgcym (owce), ktore byly
dializowane. Na przeprowadzenie eksperymentow uzyskano pozwolenie II Lokalnej Komisji
Etycznej ds. Doswiadczen na Zwierzetach we Wroclawiu (nr 10/2013). Prébki krwi pobierane
byly od pieciu zdrowych klinicznie owiec plci mgskiej (baranéw rasy merynos polski)
o masie ciata od 50 do 60 kg. Dojécie naczyniowe uzyskano przez zalozenie statego cewnika
dwudroznego French w premedykacji (ksylazyna dozylnie 0,2 mg/kg masy ciala)
inasickowym znicczuleniu miejscowym (lidokaina 2%). Doéwiadczenia wykonano
przy pomocy aparatu do hemodializy Fresenius 4008B. Zwierzeta poddawane byly zabiegom
hemodializy trwajgcym cztery godziny, trzy razy w tygodnin z uzyciem dializatora
polisulfonowego Fresenius F4HPS oraz standardowych linii krwi (AV-Set, Fresenius,
Polskél). W ramach tego eksperymentu przeprowadzono pigé zabiegdéw hemodializy. Podczas
kazdej hemodializy pobierano trzy probki krwi w odstgpach czasowych: 0 minut (natychmiast
po rozpoczgeiu zabiegu), po 15 minutach od rozpoczecia zabiegu i tuz przed zakonczeniem
kraZzenia po 240 minutach. Czas poboru drugiej probki zostal ustalony na podstawie
literatury,!”* wedtug ktérej najwicksze zmiany we krwi obserwowane sa podczas pierwszych
trzydziestu minut hemodializy. Ze wzglgdu na konieczno$é przetransportowania probek krwi
z miejsca pobrania do laboratorium, po pobraniu probki krwi poddane byly wirowaniu,
po czym warstwa osocza byla odseparowana do dalszych badaf. Nastgpnie wyznaczano

zawarto$¢ TBARS w osoczu 1 wykonywano ekstrakcje lipidéw osocza w celu rejestracji

7! Sinnhuber R., Yu T., Journal of Food Science 23, 1958, 626-634.
2 Knight J., Pieper R., McClellan L., Clinical Chemistry 34, 1988, 2433-2438.
™ Nockher W., et al., Clinical and Experimental Immunology, 123, 2001, 49-55,
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widm ATR-IR. Lipidy z osocza ekstrahowano metoda Folcha,[ i tworzono zawiesing, ktérg

poddawano utlenianiu nadtlenkiem wodoru H2O» w réznych jego stezeniach.

W oparciu 0 wezesniejsze badania wlasne, jak i doniesienia literaturowe,!”! wybrano
do analizy dwa pasma na widmach IR, va(CHs) przy 2954 cm ! i w(C=0) przy 1737 em™’,
odpowiadajgce  asymetrycznym drganiom rozciggajagcym grupy CHs i drganiom
rozciggajacym grupy C=0O. Wraz ze zwickszajgcym si¢ utlenianiem lipidow wzrasta
absorbancja integralna pasma v(C=0). Obliczono stosunki absorbancji integralnej pasma
w(C=0) wzgledem pasma v.s(CH3) w celu normalizacji wynikoéw. Wyznaczono zalezno$é
stosunku absorbancji Ai737/A20s4 w funkcji stgzenia nadtlenku wodoru, ktora stanowila
krzywg kalibracyjng do drugiej czgéci eksperymentéw (Rys. 4A). W wyniku utleniania
nastgpuje liniowy wzrost absorbancji pasma v(C=0) wzgledem pasma va(CH3) w zakresie
stezen H202 od 0 do 1 mM (Rys. 4B).

354 254
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Rys. 4, Zaleznos¢ stosunku absorbangii integralnej pasma w(C=0)/v,(CHs) od stezenia H2O» w zakresie stezen
od 0 do 20 mM (A) i 0 do 1 mM (B).

W drugiej serii eksperymentéw badano stopien peroksydacji w procesie hemodializy.
Podczas badan in vitro wyznaczono zaleznoéé pomiedzy zawartoécig produktéw peroksydacii
lipidow wyekstrahowanych z osocza, oznaczonymi metodami TBARS i FTIR
-ATR, a iloScig nadtlenku wodoru dodanego do probki osocza. Wykazano silnie liniowa
zalezno$¢ pomiedzy stosunkiem absorbancji pasm v(C=0)/v,(CHa3) oraz stezeniem TBARS,

a stgzeniem nadtlenku wodoru (Rys. 5).

7 Folch I., et al., Journal of Biological Chemistry 226, 1957, 497-509.
73 Kilk K., et al., Free Radical Research 48, 2014, 883-889.
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Rys. 5. Zaleznos¢ zmian st¢zenia TBARS od stgzenia H,O,.

Skuteczno$¢ proponowane] metody potwierdzono podczas oceny zmian stopnia
peroksydacji lipidéw osocza w trakcie zabiegu hemodializy owiec. Réznice pomigdzy
poszczegllnymi parametrami badano przy uzyciu parametrycznego testu ANOVA. Jako prog
istotnodci statystycznej przyjeto p<0.05. Pomiar metodg ATR-IR wykazal wzrost
peroksydacji lipidow osocza po 15 minutach zabiegu o 44% (przy wartosci p=0,008), a po
240 minutach o 29% (p=0,036). Oznaczone w tym samym czasic stgZzenic TBARS bylo
nizsze od warto$ci wyjsciowych odpowiednio o 15% (p=0,074) i 40% (p=0,006). Oznaczenie
TBARS wykazalo spadek iloSci drugorzedowych produktéw peroksydacji podczas
hemodializy po 15 i 240 minutach na skutek oddializowywania MDA. Wyniki, ktore
otrzymaliémy za pomoca spektroskopii ATR-IR wykazaly wzrost iloSci produktéw
peroksydacji, co dowodzi obecno$ci stresu oksydacyjnege podczas hemodializy. Ma to
réwniez zwiazek z liczba peutrofili i monocytéw we krwi, odpowiedzialnych za wydzielanie
reaktywnych form tlenu. Wykazano, ze najwickszy spadek ich liczby zwigzany z aktywacja
i adhezja do dializatora ma miejsce w pierwszych 15 minutach dializy. Po tym czasie liczba
komorek powoli wraca do wartoéci poczgtkowej. Zatem najbardziej intensywne wydzielanie

RFT iperoksydacja lipidow maja miejsce w pierwszych minutach hemodializy [H. 5].

Technika ATR-IR pozwolita na bezposrednie monitorowanie zmian zachodzacych
dla pasm pochodzacych od drgan grup funkcyjnych lipidow zwigzanych z powstawaniem
pierwszorzgdowych produktéw utleniania. Dlatego zaproponowana metoda nadaje sie do
szybkiej diagnostyki [H. 5]. Jak pokazano, pasma drgan grup —CHz, —CH3 i C=0 mogg by¢
potencjalnymi markerami procesu utleniania lipidow, co moze by¢ przydatne w oznaczeniach
klinicznych do badania efektow stresu oksydacyjnego w réznych stanach patologiczaych lub

chorobowych. Prowadzone badania miaty charakter interdyscyplinarny i taczyly wiedze
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i umiejetnosci specjalistéw z wiclu dziedzin oraz wymagaty wspOlpracy z roznymi osrodkami
badawczymi. Badania byly realizowane w ramach projektu Wrovasc, w Qérodku Badawczo-
Rozwojowym Wojewoddzkiego Szpitala Specjalistycznego we Wroclawiu.  Zabiegi
hemodializy przeprowadzono we wspdlpracy z Katedrg Biostruktury i Fizjologii Zwierzat
Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroclawiu. Praca powstala we wspolpracy z doktorantem

mgr mz. Adamem Oleszko.

4.5.2. OPRACOWANIE METODY WYZNACZANIA PRZEJSC FAZOWYCH W SKORZE [H. 6, 7]

Rézne czynniki fizyczne i fizyko-chemiczne moga mie¢ duzy wplyw na tkanki,
dlatego moga by¢ stosowane w inzynierii biomedycznej i terapii medycznej. Powszechnie
wiadomo, ze czynniki te mogg modyfikowaé funkcje komorek tkankowych, aby dynamicznie
dostosowywaé si¢ do warunkéw Srodowiskowych. Jednak niektore modyfikacje tkanek sg
stabilne 1 mogg prowadzi¢ do nieodwracalnych procesdéw, ktore majg powazne konsekwencje
dla prawidlowego funkcjonowania organizmu. Zakres tych zmian zalezy od rodzaju czynnika
modyfikujacego oraz jego parametrow takich jak dlugosei fali, gestoSci promieniowania,
czasu trwania bodzca i sposobu dawkowania. Skora kazdego dnia poddawana jest réznym
czynnikom zewngtrznym, ktére negatywnic wplywaja na jej stan. Do najpowszechnic)
spotykanych czynnikéw nalezg zmiany klimatu, wahania temperatury, poziomu wilgotnosci

oraz $wiatlo stoneczne.

Wiedzac, ze ckspozycja na promieniowanie NIR pozytywnie wplywa na rdine
sktadniki krwi, wyprébowalam dziatanie tej metody naswietlania na inng tkanke, jakg jest
skéra. Badania te przeprowadzilam we wspdlpracy z prof Mirostawem Czarneckim
zZespolu Chemometrii 1 Spektroskopii Stosowane] Wydzialu Chemii Uniwersytetu
Wroclawskiego oraz z prof. Zdzistawem Kietbowiczem z Katedry i Kliniki Chirurgii,
Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej, Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu. Badania
zostaly wykonane za zgoda II Lokalnej Komisji Etycznej do Spraw Doéwiadczen
na Zwierzgtach, dzialajacej przy Uniwersytecic Przyrodniczym we  Wroclawiu.
Wypreparowane wycinki zdrowej skory pochodzenia s$winskiego (rasa polska biata
zwisloucha), po usunigciu owlosienia oraz nadmiaru thiszczu pochodzgcego z tkanki
podskdrnej, zostaly zamrozone z dodatkiem krioprotektanta (gliceryny). Po odmrozeniu
iwyplukaniu gliceryny, rejestrowano widma ATR-IR w funkcji temperatury (w zakresie

20-90°C) zaréwno dla tkanki nienaswietlonej jak i poddanej naswietleniu promieniowaniem
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7 zakresu NIR. Zrédiem promicniowania byla lampa halogenowa z filtrem 700-2000 nm.
Zmiany spektralne wywolane dzialaniem temperatury na skére zwierzecg monitorowatam
za pomocg techniki ATR-IR z uzyciem przystawki grzewczej GladiATR™ z krysztalem
diamentowym. Zmiana temperatury byta czynnikiem, ktéry umozliwit zbadanie mechanizmu
przej$¢ fazowych w lipidach, warunkow denaturacji biatek oraz modyfikacji struktury wody
zwigzanej z biatkami [H. 6].

Pasma pochodzagce od drgan vo(CHz) i vas(CHz) s3 wrazliwe na stopiefi
uporzadkowania lipidéw.!®! Wzrost temperatury spowodowat przesunigeie maksiméw tych
pasm w kierunku wyzszych liczb falowych, odpowiednio o okolo 4 cm™ i 10 cm™,
z jednoczesnym spadkiem intensywnosci. Otrzymane zalezno$ci potoZenia pasm drgan grup
CH, w funkcji temperatury przybraly ksztalt krzywej sigmoidalnej (Rys. 6). Takie
zachowanie grup metylenowych spowodowane bylo wzrostem nicuporzadkowania lipidow

izaburzeniem struktury dwuwarstwy lipidowej, co w konsekwencji prowadzi do przejsé

fazowych.
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Rys. 6. Zmiana potoenia pasma v.(CH:) pochodzacego od lipidéw w funkcji temperatury. Na rysunku
zaznaczono przejscia fazowe w lipidach. Oznaczenia; up — uporzadkowanie lipidéw. Na rysunku zaznaczono
punkty pomiarowe oraz sigmoidalng linig aproksymacji.

Korzystajae z zaleznosci przedstawionej na rysunku 6, wyznaczytam temperatury
przejs¢ fazowych dwiema metodami: metoda pierwszej pochodnej i metodg stycznych do
funkeji. Do obliczen wykorzystano intensywnosci pasm dla symetrycznych i asymetrycznych
drgan rozciggajacych grup —CHa,. Srednia temperatura przejicia z fazy ortorombowej

w heksagonalng ‘miescita sig w granicach 39,2-40,9°C, za§ w przypadku przejScia od

" RN.AH. Lewis, R.N. McElhaney, Biochimica et Biophysica Acta 1828, 2013, 2347-2358.
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struktury typu Zel do fazy cieklokrystalicznej wynosita odpowiednio 69-69,2°C. Ponadto,
analiza pasm amidowych pozwolila na obserwacj¢ zmian strukturalnych w biatkach takich jak
przejscie od struktury drugorzgdowej o-helisy do struktur [ ikigbka statystycznego,
w obecnoéet ktorych mozliwa jest agregacja (Rys. 7). Procesom tym towarzyszy oslabienie
wiazal wodorowych na skutek dzialania podwyzszonej temperatury (Rys. 8) [H. 6].
Dotychczasowe badania koncentrowaly si¢ glownie na analizie wybranych regionéw
spektralnych odpowiadajacych absorbancji pojedynczych skladnikéw tkanki skorne;j.
W swoich badaniach analizowalam caly zakres spektralny, co umozliwilo na jednoczesne
badanie przemian fazowych lipidow oraz modyfikacje struktury bialek i czasteczek wody
z nimi zwigzanych, Dlatego tez badania te moga stanowi¢ wazny krok w kierunku lepszego
zrozumienia zmian strukturalnych wszystkich sktadnikow tkanek na poziomie molekularnym

oraz wzajemne korelacje pomiedzy tymi zmianami.

0.254

-1
o - helix - 1649 cm

0.204

-1
Bay- 1618 cm

0.15

1[a.u]

1

disordered - 1639 em

0.104

0.05

T T T T T )
2 0w 4 % ® W 0 W@
T[C)

Rys. 7. Zmiany intensywnoSci pasm odpowiadajacych réznym strukturom drugorzedowym bialek
w funkcji temperatury [H, 6],
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Rys. 8. A) Zmiana pola powierzchni pasma niezwigzanych grup OH {v(OH)} 1 v,:(CHz) w funkcji temperatury,
B) Stosunek pola powierzchni pasm v(OH)/v,{CHz) — (linia ciggla) i pierwsza pochodna tego stosunku
{linia kreska-kropka) w funkeji temperatury [H. 6].

Najwicksze zmiany zachodzace pod wplywem dziatania samej temperatury zostaty
wykryte w obszarach absorpcji wody, bialek i1 lipidéw, czyli giownych sktadnikdéw tkanki.
Wzrost temperatury wywolal dwufazowe przejécia w lipidach. Jednoczeénie, pojawity sig
przemiany konformacyjne w bialkach prowadzace do postgpujacego procesu agregacii.
Obserwowanym zmianom towarzyszyt ubytek wody zwigzanej z biatkami. Przeprowadzone
badania dostarczaja nowych informacji na temat zmian w obrebie w/w komponentéw skory
wraz ze wzrostem temperatury. Jednoczesne badania przemian fazowych lipidow oraz
modyfikacji bialek i struktur tworzonych przez czgsteczki wody pozwolity na lepsze

zrozumienie molekularnego mechanizmu termicznych zmian zachodzgcych w rbéznych

sktadnikach tkanki skornej.

Przeprowadzilam réwniez badania wplywu temperatury na probki skéry, ktore
zostaly poddane dzialaniu promieniowania NIR [H.7]. Dzialanie obu czynnikéw
spowodowalo szereg zmian w strukturze badanej probki, co znalazlo swoje odzwierciedlenie
na widmach ATR-IR. W wyniku ekspozycji na promieniowanie NIR pasmo przy 3620 cm !,
odpowiadajace drganiom rozciggajagcym wolnej lub stabo zwiagzanej grupy hydroksylowej
pochodzacej od wody (V(OH)¥*), ulega przesunigciu w kierunku wyzszych liczb falowych
ook. 28 cm™ (z ang. blue-shiff). Pasma drgan grupy OH zaangazowanej w wigzanie

1

wodorowe przy 3499 i 3417 cmi rOwniez przesuwaja sie w tym samym kierunku,

odpowiednio o 15 i 13 cm™. Wielko&¢ tego przesunigcia jest odwrotnie proporcjonalna
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do sity wigzania wodorowego.[’"! Kierunek zmian polozenia pasm drgan grup OH sugeruje
oslabienie wigzafn wodorowych pod wplywem ekspozycji na promieniowanie NIR a tym
samym populacja czgsteczek wody stabiej zwigzanej roénie. Ostabionym oddziatywaniom
biatko-woda towarzyszy wzrost sily oddzialywan biatko-biatko, 0o czym moze $wiadczyé
przesunigcie pasma amidu A w kierunku nizszych liczb falowych o 3 cm!. Wedtug Doyle’'a
iin. pasmo drgan rozciagajacych niezwigzanych grup N-H wystepuje w zakresie 3400—
3440 cm™!, podczas pasmo grupy NH zaangazowanej w wigzanie wodorowe przesuwa sic
w kierunku nizszych liczb falowych.!”® Obserwowane przesuniecie pasm amidowych
(0 19 cm™!) z drganiami NH potwierdza, 7e wiazania wodorowe ulegaja ostabieniu, Pasma
vas(CH3) 1va(CHz) przesuwajg sie rdéwniez w kierunku nizszych liczb falowych, jednak
przesuni¢cia te sg bardzo mate. Mozna traktowaé to jako dowdd na rozpoczynajaca sic
czgsciowg dehydratacje, co potwicrdzatyby wezeséniejsze badania.l” Ostabienie oddzialywan
woda-biatko wplywa na wzrost sily oddziatywan hydrofobowych, efektem czego jest wzrost

intensywnosci pasma 6(CHa).

Analizujac wyznaczone temperatury przejé¢ fazowych lipidow po ekspozycji
na promieniowanie NIR mozna zauwazyé, Ze Srednia temperatura przejécia z fazy
ortorombowej w heksagonalng, wyznaczona z intensywnosci pasm vas(CHz) 1 vi(CHz), jest
wyzsza odpowiednio o 5,1°C i 6,2°C w stosunku do probek nienaswietlonych. Wyzsze
temperatury przejs¢ fazowych dla prébek nadwictlanych wskazuja na stabilniejsze
uporzadkowanie lipidéw i ochronng role promieniowania NIR. Uzyskane wyniki wydaja sie
by¢ racjonalne, poniewaz aby zmieni¢ konformacje tancuchéw weglowodorowych z trans na
gauche, nalezy stymulowaé uklad wyZsza energig. Otrzymane wyniki pokazujs, ze
ekspozycja na promiemiowanie NIR nie wplywa na temperaturg przejscia z fazy
heksagonalnej do nieuporzadkowanej. Nalezy zwrocié uwage, ze temperatury przemian
fazowych probek biologicznych poddanych promieniowaniu NIR zostaly wyznaczone po raz
pierwszy. W przypadku przejScia od struktury typu Zel do fazy cieklokrystalicznej nie
zauwazono znaczacych zmian po ekspozycji na promieniowanie NIR. Dla probek
naswietlonych temperatura tego przejécia wzrosta jedynie o ok. 0,5-1°C i miedci sie

w granicach bledu pomiarowego [H. 6].

Wrykonatam takze analize zmian drugorzedowych struktur w biatkach skéry. Analiza

pasma amidu I wykazala, zc wraz ze wzrostem temperatury pozycje pasm przypisanych do

77 Maréchal Y., I. Mol. Struct. 416 (1997) 133-143.
" Doyle B.B,, et al., Biopolymers 14, 1975, 937-957
7 Maeda Y., et al., Langmuir 17(24), 2001, 7535-7539.
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a-helisy i struktur nieuporzgdkowanych przesuwajg si¢ w kierunku nizszych liczb falowych.
Rosngca  temperatura prowadzi do powstania wigzan  migdzyczasteczkowych
charakterystycznych dla antyréwnoleglych agregatow. Proces ten rozpoczyna denaturacje
bialek. Rozwinigcie natywnej formy biatek (o-helisy) skutkuje utworzeniem
antyrownoleglych struktur p. Uzyskane wyniki sugerujg, ze pierwsze zmiany konformacyjne
w strukturze biatka zaczynajg sig¢ powyzej 40 °C, a proces denaturacji jest kontynuowany
do 52 °C. Dla skoéry naswictlanej promieniowaniem NIR, struktura a-helisy jest stabilna
do 57 °C, a temperatura denaturacji przesuwa si¢ w kierunku wyzszych wartoéci (=60 °C)
(Rys. 9) [H. 71.
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Rys. 9. Zmiany intensywnosci pasm odpowiadajacych réznym strukturom drugorzedowym biatek w funkcji
temperatury dla naswietlonych probek skory [H. 7].

Zmiany parametréw pasm odpowiadajacych lipidom, biatkom i wodzie sugeruja
destrukcyjny wplyw temperatury na warstwe rogowg naskorka. Podwyzszona temperatura
oslabia oraz rozrywa wiazania wodorowe powodujac zmniejszenie liczby czasteczek wody
oddzialujacych z biatkiem, co ma bezposredni wplyw na oddzialywania hydrofobowe.
Stosujgc promieniowanie NIR przed ogrzewaniem, obserwujemy proces czgiciowego
odwodnienia probki przy jednoczesnym wzroscie sity oddziatywan hydrofobowych, ktore
stabilizuja strukturg roznych skladnikéw skoéry. Efekt ten obserwowano rowniez
w poprzednich badaniach [H 2]. Ekspozycja skéry na promieniowanie NIR prowadzi
do wzrostu temperatury przemian fazowych, przy ktorych nastepuje denaturacja biatek
irozpad wigzaf wodorowych migdzy woda a §rodowiskiem polarnym (Rys. 10) [H. 7).
Po ekspozycji na promieniowanie NIR biatka sa bardziej odporne na denaturacje termiczng

iproces ten zachodzi w wyzszej temperaturze (87 °C dla prébek naswietlanych)
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w poréwnaniu z probkami nienaswietlanymi (79 °C) (Rys. 10C) [H. 6], co sugeruje ochronne

dziatanie promieniowania NIR na skére [H. 7].
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Rys. 10. Zaleznos¢ pola powierzchni pasm v(OH) i v.(CH,) w funkeji temperatury (usredniona dla trzech serii
eksperymentalnych) (A), stosunek powierzchni pasma v(OH)/v.(CH>) (linia ciagla)} i pierwsza pochodna tego
stosunku (linia kreska-kropka) w funkgji temperatury (B). Poréwnanie pierwszych pochodnych stosunku
V{OH)/va(CHz) przed (linia przerywana) i po {linia kropkowana) ekspozycji na promieniowanie NIR (C) [H. 7].

Badania oddzialywania temperatury i promieniowania NIR na skore [H. 6,7].
wskazuja, ze oba te czynniki majg istotny wplyw na przejicia fazowe lipidow, denaturacje
bialek oraz modyfikacje warstw hydratacyjnych. Wyniki otrzymane z badan na zwierzetach
potwierdzaja, Zze wstgpna dehydratacja powierzchni stratum corneum na skutek ckspozycii
na promieniowanie NIR wplywa na zmiane przej$¢ fazowych w lipidach, co pociaga za sobg

zmiany konformacyjne w drugorzedowych strukturach bialek, przy czym stosunek ilosci
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biatek do lipidéw rOwniez ulega zmianie. Prawdopodobnie promieniowanie NIR dziata
ochronnie, podwyzszajac temperatury przej$¢ fazowych, przy ktorych dochodzi do zmian
w obrebie w/w struktur [H. 7].

Inne wyniki spektroskopowych badaf skory (IR i Ramana) zostaly opublikowane

w pracach, ktore nie wchodzg w sklad cyklu prac habilitacyjnych. 531

4.5.3. WPLYW TEMPERATURY I PROMIENIOWANIA UV NA STRUKTURE KWASU
LINOLOWEGO [H. §]

Poszerzajac swdj warsztat badawczy, oprocz klasycznych metod analizy danych
spektralnych, zastosowalam réwniez dwuwymiarowa analize korelacyjna (2DCOS, z ang.
two-dimensional correlation spectroscopy), analizg ruchomego okna (z ang. moving window
analysis), oraz analiz¢ glownych skladowych (PCA, z ang. Principal Component Analysis)
w celu pelniejszej eksploracji wielowymiarowych danych. Te zaawansowane metody analizy
pozwalaja na otrzymanie bardziej szczegolowych informacji z sygnalu analitycznego, jaki
stanowia widma oscylacyjne, 1 coraz czefciej staja sie narzedziem stosowanym do badan
biomedycznych. Wyniki otrzymane przeze mnie ukazuja duzy potencjal spektroskopii
2DCOS 1 metod chemometrycznych do skutecznej, skriningowej oceny probek pochodzenia
biologicznego [H. 8].

Za pomoca spektroskopii ATR-IR zbadalam wplyw podwyzszonej temperatury
(44 °C) 1 promieniowania ultrafioletowego (UV) na strukturg molekularna kwasu linolowego
(LA, z ang. linoleic acid). Analiza zaleznych od czasu widm ATR-IR LA przed ipo
naswietlaniu promieniowaniem UV ujawnila zmiany strukturalne w czgsteczkach LA. Jednak
zakres tych zmian byl znacznie wigkszy dla probek, ktore poddano wezesniej promieniowaniu
UV. Podczas 24-godzinnego eksperymentu utrzymywano stalg temperature, dlatego zmiany
spektralne wynikaja ze stosunkowo powolnych procesow, ktore wymagajg wiecej energii, jak
np. izomeryzacja cis/trans, rozrywanic wigzah podwojnych C=C i czefciowe rozrywanie
wigzafnn wodorowych w asocjatach. Jako efekt uboczny tych zmian strukturalnych mozna

zaobserwowaé zmiany orientacji taficuchéw bocznych LA. Co ciekawe, grupy metylowe

80 Debinska K., Olsztynska-Janus S., Kietbowicz Z., Wplyw procesu suszenia na widma Ramana skory,
Interdyscyplinarnosé badadi naukowych 2014 [Dokument elektroniczny]: praca zbiorowa/pod red. Jarostawa
Szreka. Wroctaw: Oficyna Wydawnicza Politechniki Wroctawskiej, 2014, str. 4449,

81 Kmiecik B., Olsztynska-Janus S., Detyna J., Kietbowicz Z., Charakterystyka struktur poszczegélnych warstw
skory za pomocs spektroskopii FTIR-ATR, Wspdlczesna mys$l techniczna w naukach wmedycznych
i biologiczrnych: V sympozium, Wroctaw: Oddziat Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu, 2014, str. 49—50.
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i metylenowe wykazujg nieco inne zachowanie, co sugeruje zlozony mechanizm reorientacji

fancuchow weglowodorowych (Rys. 11, 12).
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Rys. 11. Zaleine od czasu widma ATR-IR LA przed (A) i po (B) naswietlaniu promieniowaniem UV
wraz z widmami réznicowymi (linie czerwone). Widma réznicowe [widmo{24h)-widmo(Oh)] zostaly

pomnozone 10 (A) i 5 (B) razy, aby byly lepiej widoczne w tej skali [H. 8].
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Rys. 12. Dwuwymiarowe widmo asynchroniczne w zakresie 28003600 cm ! po nadwietlaniu

promieniowaniem UV, Na czerwono i niebiesko zaznaczono odpowiednio piki dodatnie i ujemne [H. 8].

Zmiany spektralne w funkcji czasu, zwlaszcza dla probek nienaswictlonych, byly
niewiclkie. Aby lepiej je wyeksponowaé, zostaly obliczone widma réznicowe (widmo any—
widmoen), Rys. 11). Widma réznicowe dostarczajg informacji o zakresie i wzglednym
kierunkn zmian intensywnoéci pasm. Dodatnie piki zyskujg na intensywnosci wraz

z uplywem czasu, podczas gdy ujemne piki wykazujg na odwrotne zachowanie.

Aby okresli¢ dokladne polozenia pasm, wykorzystano widma drugich pochodnych
w réznych zakresach spektralnych. Polozenia te wykorzystano, aby przypisa¢ pasma do drgan
odpowiednich fragmentow czasteczki LA. Analiza skupita sie na kilku wybranych i dobrze
zdefiniowanych obszarach spektralnych. Pasmo polozone przy 3008 cm™ odpowiada
drganjom rozciagajacym grupy cis -CH przy wiazaniu podwoéjnym C=C.% Pasmo to shizy
jako wskaznik stopnia nicnasycemia lipidow.**! Zauwazono, ze intensywno$é tego pasma
maleje z czasem, co jest widoczne na Rys. 11. Mozna zatem stwierdzi¢, ze zardwno
w przypadku probek ciemnych (nienaswietlanych), jak i naswietlanych promieniowaniem UV
stopiefi nienasycenia maleje. Jak latwo mozina zauwazy¢ (Rys. 11), zmiany te sg znacznie
wigksze dla probki naswietlonej. Przy liczbach falowych 2925 cm™! 12853 cnr! pojawiaja sic
dwa intensywne pasma pochodzace od antysymetrycznych 1 symetrycznych drgan
rozciagajacych grup metylenowych (vas(CHz) i vs(CH2),** podczas gdy odpowiadajace
drgania grupy metylowej pojawiaja si¢ jako punkty przegiccia przy liczbach falowych 2955

8 Muik B., et al., Anal. Chim. Acta 593, 2007, 54-67.
 F.R. van de Voort, ef al., J. Am. Oil Chem. Soc. 71, 1994, 243-253.
8 Vlachos N, et al., Anal. Chim. Acta, 573-574 (2006) 459—465.
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12871 cm!. Pasma te sa charakterystyczne dla lipidow, fosfolipidéw, blon i tkanek i sg
wrazliwe na zmiany temperatury lub organizacji faficucha [H. 6-8]. Godnym uwagi jest fakt,
Ze pasma grupy metylenowej zmniejszaja intensywno$¢, podczas gdy pasma drgafi grup
metylowych wykazuja odwrotng tendencje, sugerujac zlozony mechanizm zmian
w lancuchach weglowodorowych. Kolejny wazny zakres spektralny, od 1800 do 1600 cm™,
obejmuje intensywne pasrho przy 1706 cmi!, ktére zostalo przypisane do drgan
rozciggajacych grupy C=0O w cyklicznych dimerach LA.®Y Widmo réznicowe ujawnilo
obecnoé¢ dwodch sktadnikow zmieniajacych intensywno§é w przeciwnym kierunku.
Intensywnosé pasma przy 1706 cm™ maleje, podczas gdy pasmo przy 1736 cm' wykazuje
odwrotne zachowanic. Ponicwaz grupa karbonylowa bierze udziat w tworzeniu cyklicznych
dimerow, obecnoé¢ tych pasm moze §wiadczyé o czefciowym rozrywaniu wigzaf
wodorowych w dimerach cyklicznych i tworzeniu si¢ otwartych dimerdéw, jak wczesniej
sugerowano na podstawie widm FT-IR kwasu oleinowego w podwyzszonej temperaturze.!’]
Tak zwany obszar daktyloskopowy, (lezgcy ponizej 1500 cm™) posiada unikalny wzor pasm
na widmach LA. Ten zakres spektralny jest trudny do przypisania ze wzgledu na obecno$é
wielu nakladajgcych si¢ pasm. Z drugiej strony jest on bardzo wazny dla identyfikacji.
Widma réznicowe pokazaly, ze niektore pasma w tym regionie zwickszaja intensywnosé,
podczas gdy inne stajg si¢ stabsze. Co cickawe, widma te ujawnily wyrazny dodatni pik
w okolicach 980 cni”!, podczas gdy na widmach oryginalnych przy tej liczbie falowej widaé
bylo jedynie punkt przegiecia. Obecno$é dodatniego piku w poblizu 980 cmi! na widmie
roZznicowym sugeruje wzrost populacji konformeréw trans. Aby potwierdzi¢ ten wynik,
przeprowadzono analiz¢ metodg ruchomego okna idwuwymiarowg analize korelacyjna

(2DCOS).
Analiza metodq ruchomego okna czasowo-zaleinych widm ATR-IR 1A

Analiza widm réznicowych wykazala jednoznacznie, Zze zakres zmian spektralnych
dla probek naswietlanych promieniowaniem UV jest znacznie wyzszy niz w przypadku
probek nienaswietlanych. Jednak kierunek zmian jest podobny w obu przypadkach. Jak
mozna bylo zauwazy¢ (Rys. 11), promicniowanie UV ma najwickszy wplyw na pasmo przy
980 cm™!, ktére odpowiada konformacji trans. Roéwniez pasmo drgan rozciagajgcych grupy
C=0 w poblizu 1700 cm™' wykazuje znaczne zmiany intensywnosci. Nalezy takze wspomnieé

1

o szerokim dodatnim pasmie w zakresie 3200-3400cm™', pochodzacym od drgan

rozciaggajgcych zasocjowanej grupy OH od wody. Mniej widoczne sg szerokie i bezksztaltne

85 Czarnecki MLA., et al., Appl Spectrosc, 47 (1993) 2157-2161.
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zmiany w zakresie 2500-3000 cm ! nakladajace si¢ na pasma drgaf rozciagajacych grup
metylowych i metylenowych. To szerokie pasmo pochodzi od silnie zwigzanej grupy OH
w cyklicznych dimerach. Ujemna intensywno$¢ tych pikéw sugeruje malejgca populacje
dimerow cyklicznych. Obserwowanym zmianom intensywno$ci towarzysza niewielkie

przesunigcia polozenia pasm [H. 8].

Klasyczne metody analizy widm dostarczyly jedynie ograniczona ilosé informacii,
w szczegolnodei dla serii danych z niewielkimi zmianami spektralnymi (widma przed
na$wietleniem). Dlatego do badan zastosowalam uogblniong dwuwymiarows analize
korelacyjng wraz z analiza ruchomego okna. Analiza ruchomego okna okazala sie bardzo
przydatna, gdyz dostarczyla informacji o zmianach intensywnoéci pasm w funkcji zaburzenia

(w tym przypadku byt to czas wygrzewania) dla poszczegdlnych liczb falowych (Rys. 13-15).
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Rys. 13. Widmo érednie (A) i wykres konturowy otrzymany z analizy ruchomego okna (B) dla czasowo-

zaleznych widm ATR-IR nienaswietlanego LA, Skala koloréw pokazuje zakres zmian intensywnoéci [H. 8].

Aby ulatwi¢ interpretacje otrzymanych wykresow konturowych, dla poréwnania
przedstawiono widmo uérednione po czasie (Rysunki 13A, 14A). Okazalo sie, ze zakres
zmian spektralnych dla prébek nienaswietlonych jest bardzo maly (<3-107%). Pomimo tak
malej amplitudy zmian, na widmach mozZna zauwazy¢ systematyczny cigg zmian dla pasma
drgan rozciggajacych grupy C=0C wpoblizu 1700 cm’® (Rys. 13). Co ciekawe,

zaobserwowalam wyrazne zmiany intensywnoéci w okolicach 980 cm!, choé przy tej liczbie
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falowej nie wystgpuje znaczaca absorbancja na widmie $rednim. Poza tym, niektére zmiany
spektralne pochodza od drgan rozciggajacych grup metylenowych i metylowych., Nalezy
zauwazy¢, ze zmiany intensywnosci dla grup C=0 i CH w funkcji czasu maja podobny
charakter. Dzigki analizie ruchomego okna zaobserwowano, ze zmiany spekiralne dla pasma
przy 980 cm! (forma frans) wystepuja znacznie pozniej niz dla innych pasm. Najwicksze

Zmiany pojawiaja si¢ miedzy 15 a 20 godzing eksperymentu (Rys. 13).

Z kolei dla probki naswietlanej promieniowaniem UV (Rys. 14) analiza ruchomego
okna wykazata, ze zmiany spektralne w obszarze drgan rozciagajacych CH (2800-3100 cm!)
byly znacznie stabsze (1,5-10°°) niz w obszarze liczb falowych ponizej 2000 em™ (12-1079).
Zakres zmian spektralnych dla widm zarejestrowanych po na$wietlaniu promieniowaniem
UV jest znacznie wiekszy niz dla prébki nienaswictlanej. Pasmo grupy C=0 ujawnilo dwie
skladowe, ktére sg nieznacznie przesunigte w czasie (Rys. 14). Ponadto zalezno$ci czasowe
zmian intensywnos$ci grupy C=0 i pasma przy 980 cm™' dla naswietlanej probki sg bardzie;
podobne. Okazalo sig¢, Ze zmiany spektralne dia pasma drgan rozciggajacych grupy CH przy
3008 cm™' sg podobne jak dla pasma przy 980 cm™!, podczas gdy zmiany intensywnoéci dla
alifatycznych grup CH pojawiaja sig¢ znacznie wczeéniej. Ponadto, w zakresie spektralnym
3200-3400 cm' zaobserwowano szerokie pasmo pochodzace od zasocjowanej grupy OH.
Najprawdopodobniej, pojawienie si¢ tego pasma jest spowodowane rozrywaniem wiazaf

wodorowych, w ktore zaangazowane sa grupy OH,
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Rys. 14. Widmo érednie (A) i wykres konturowy ofrzymany z analizy ruchomego okna (B) dla czasowo-

zaleznych widm ATR-IR w zakresie 2400-3600 cm™ dla nagwictlanego LA, Skala koloréw pokazuje zakres

zmian intensywnosci [H. 8].
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Rys. 15. Widmo érednie (A) 1 wykres konturowy otrzymany z analizy ruchomego okna (B) dla czasowo-

zaleznych widm ATR-IR w zakresie 400-2000 cm™ dla naswietlanego LA. Skala koloréw pokazuje zakres

zmian intensywnosci [H. 8].
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Dwuwymiarowa analiza korelacyjna (2DCOS) czasowo-zaleinych widm ATR-IR LA

Za pomocg oprogramowania pracujacego w §rodowisku Matlaba obliczytam
dwuwymiarowe korelacyjne widma synchroniczne i asynchroniczne, gdzie widmem
odniesienia bylo widmo u$rednione po czasie. Intensywnoéci pikow na widmach 2DCOS dla
probki naswictlonej sa okolo 10 razy wyzsze niz odpowiednie intensywnoséci dla probki
niena$wietlonej. Jednak uklad pikoéw na widmach korelacyjnych dla obu rodzajéw probek jest
podobny. Oznacza to, ze mechanizm zmian strukturalnych, spowodowany uplywem czasu,
zarbwno dla probek nienaswietlanych, jak i po nadwietlaniu jest identyczny,
co potwierdzatoby wczesniejsze wnioski. Analiza 2DCOS rozdziclita pasmo grupy
karbonylowej na trzy sktadowe znajdujace sig przy 1736, 1706 i 1686 cm™ (Rys. 16). Widma
asynchroniczne pokazuja, ze zmiany intensywnosci przy 1706 cm! sg inne niz przy 1736
11686 cm !, Zatem mozna wywnioskowaé, ze pik ten ma inne pochodzenie w poréwnaniu
z dwoma pozostalymi pikami pochodzacymi od grupy karbonylowej. Piki przy 1736
i1706 cm™! zostaly zidentyfikowane juz w widmach t6znicowych i przypisano je
odpowiednio do wolnej i zasocjowanej grupy karbonylowej. Natomiast pik przy 1686 cm
zostal zidentyfikowany jedynie na widmach asynchronicznych. Pochodzenie tego piku
nie zostalo jeszcze w pelni wyjasnione, ale jest wielce prawdopodobne, ze jego pochodzenie

jest zwigzane ze zmiang poloZenia pasma drgan grupy karbonylowe;j.
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Rys. 16. 2D synchroniczne (A, C) i asynchroniczne (B, D) wykresy konturowe w zakresie 1600-1780 cm™
obliczone z czasowo-zaleznych widm ATR-IR LA przed (A, B) i po (C, D) naswietlaniu promieniowaniem UV.

Na czerwono i niebiesko zaznaczono odpowiednio piki dodatnie 1 ujemne [H. 8).

Na wykresach konturowych w  zakresie 2800-3600 cm™  najsilniejsza
asynchroniczno$¢ wystgpuje pomiedzy pikami pochodzacymi od symetrycznych
i asymetrycznych drgan grupy CH» a pikiem przy liczbie falowej 3008 cm™, co wskazuje
na odmienny charakter zmian spektralnych. Dodatkowo, piki drgaf grup metylenowych
zostaty rozdzielone na dwie skladowe. Z duzym prawdopodobienstwem mozna zatozyé, ze
skladowe wysokoczgstosciowe pochodza od grupy metylowej. Sugeruje to, ze zachowanie
grup metylowych i metylenowych jest nieco odmienne, co potwierdzity juz wcze$niej widma
roznicowe. Podobne réznice w zachowaniu si¢ grup metylowych i metylenowych

zaobserwowano na widmach NMR cicklego cis-9-oktadecen-1-olu.®®! Ponadto, istnieje

8 Jwahashi M., ef al., J. Phys. Chem. 99 (1995) 4155-4161.
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wyrazna asynchroniczno$¢ pomiedzy pikami pochodzacymi od grup metylenowych i pikiem
pochodzacym od grupy OH, podczas gdy asynchroniczno$¢ migdzy pikiem grupy OH
i pikiem przy 3008 cm™ jest wyraznie stabsza (Rys. 16). Mozna zatem stwierdzié, ze rozpad
dimeréw cyklicznych i rozrywanie podwdjnych wigzanh C=C sa bardziej skorclowane
w porownaniu z reorientacja lancuchow kwasu thuszczowego. Powyzsza obserwacja jest
w pelni uzasadniona, poniewaz pierwsze dwa procesy wymagajg znacznie wickszego nakladu

energii w poréwnaniu z reorientacjg fancuchow.

Podsumowujgc, poczgtkowym celem tych badan miata by¢ analiza procesu
utleniania LA pod wplywem podwyzszonej temperatury oraz promieniowania UV, Jednak
otrzymane wyniki nie dostarczyly dowodow na wystapienie tego procesu w zastosowanych
warunkach eksperymentalnych. Zamiast tego uzyskane wyniki dostarczajg cennych
informacji o zmianach strukturalnych w LA wynikajacych z podwyzszonej temperatury
i promieniowania UV, Okazalo sie, ze zalezne od czasu widma LA, ktory przechowywano
przez 24 godziny w temperaturze 44 °C, ujawniajg stosunkowo niewielkie zmiany, ktore sa
ledwo zauwazalne na widmach ATR-IR. Amplituda tych zmian wzrasta po naswietlaniu
probki promieniowaniem UV. Dwuwymiarowa analiza korelacyjna widm otrzymanych
z probek przed i po naswietleniu ujawnita, ze pomimo réznej amplitudy zmian intensywnoéci
dla obu prébek, molekularny mechanizm tych zmian wydaje si¢ byé podobny. Pierwotnym
procesem obserwowanym w LA jest izomeryzacja cis/trans, na co wskazuje wyrazny wzrost
intensywnoéci pasma przy 980 cm™!. Pomimo stosunkowo niewielkiej intensywnoéci na
widmie ATR-IR, pasmo to wydaje si¢ by¢ doskonatlym markerem dla tego procesu. Analiza
metoda ruchomego okna ujawnita, ze w przypadku probek nienaswietlanych izomeryzacja
cis/trans jest wolnigjsza niz inne zmiany strukturalne. Natomiast po ekspozycji na
promieniowanic UV proces ten rozpoczyna sie wcezesntej i jest skorelowany z innymi
zmianami strukturalnymi. Chociaz temperatura podczas cksperymentu byla stala (44 °C),
mozna zaobserwowaé zmiany intensywnosci dla pasma grupy OH. Zmiany te pojawiaja si¢
jako szerokie pasmo w zakresie 32003400 cm!, i jest ono skutkiem czeéciowego rozrywania
dimerdw cyklicznych i tworzenia si¢ slabszych wigzan wodorowych.B” Wynik ten jest
zgodny ze zmianami spektralnymi obserwowanymi dla grupy C=0. Spadek intensywnosci dla
pasm drgafi rozciagajacych CH alkenu (3008 cm™) i drgan poza plaszczyzng (960 ecm™)

sugeruje, ze niektore wigzania podwdjne sg zrywane, co zmniejsza stopieh nienasycenia LA.

87 Czarnecki MLA., Chem. Phys. Lett. 368 (2003) 115-120.
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Podobne wyniki uzyskano badajac inne nienasycone kwasy thuszczowe.®®] Wszystkim tym
zmianom towarzysza zmiany orientacji faficuchdéw alifatycznych. Co ciekawe, podczas tego
procesu grupy metylowa i metylenowa wykazujg nieco odmienne zachowanie. Zatem mozna
wnioskowaé, Ze reorientacja taficuchéw alifatycznych jest procesem zlozonym. Byé moze
jedynie czgs¢ taficucha zmienia swoja orientacje, wskutek czego cz¢é¢ grup metylenowych
zachowuje swoja pierwotna orientacj¢. Takic zachowanie moze generowaé piki na widmie
asynchronicznym. Praca ta pokazuje, ze spektroskopia ATR-IR w polgczeniu
z dwuwymiarowg analizg korelacyjng i analiza ruchomego okna jest efektywnym narzedziem
do kompleksowego badania zmian w strukturze molekularnej kwasow thiszczowych
wywolanych r6znymi czynnikami takimi jak podwyzszona temperatura czy promieniowanie
UV [H. 8].

% Lam H.Y., ef al., Appl. Spectrosc. 73 (2019) 1308-1316.
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4.6. PODSUMOWANIE

Do najwazniejszych osiagnieé i wynikow naukowych, ktore zostaly opisane w cyklu

prac habilitacyjnych zaliczam:

a) Wykazanie pionierskich badan mechanizmu oddziatywania promieniowania NIR
na struktury biologiczne z wykorzystaniem spektroskopii  oscylacyjnej,
potwierdzenie zmian konformacyjnych w tych strukturach po ekspozycji
na promieniowanie NIR [H. 1, 2]. Udowodnienie, ze dzialanie promieniowania
NIR jest typu fotochemicznego, a nie, jak wczesniej sadzono, jedynie

termicznego [H. 1, 2, 7].

b) Okresdlenie proceséw pierwotnych — modyfikacji struktur wody wokél
powierzchni ukladow biologicznych, prowadzacych do transferu protonu [H. 2].
Wykazanie, ze strukturami ulegajagcymi modyfikacji po ekspozycji
na promieniowanie NIR w pierwszej kolejnosci sa woda i warstwy
hydratacyjne. Potwierdzeniem tego faktu jest amplituda zmian spektralnych dla
wody zachodzgcych podczas naswietlania promieniowaniem. Wykazalam

shuszno$¢ tej hipotezy poprzez badanie uktadéw modelowych [H. 1,2].

¢) Udowodnienie wystgpowania w fenyloalaninie procesu agregacji, wzmacnianego
na skutek zwigkszonych oddzialywan hydrofobowych. Potwierdzenie procesow
agregacji, ktore mogg prowadzi¢ do zmian réwnowagi kwasowo-zasadowe]
aminokwasu  fenyloalaniny. = Wykazanie, Ze zmiany konformacyjne
w czgsteczkach aminokwaséw sa poprzedzone procesem reorganizacji, np.

na drodze izomeryzacji [H. 1, 2].

d) Potwierdzenie procesu zmian konformacyjnych dla wiekszych struktur
biologicznych (bialka, tkanki) po ekspozycji na promieniowanie NIR [H. 2,7].
Wrykazanie, ze pierwotne procesy fotochemiczne polegajg na absorpcji energii
w zakresie NIR przez nadtony drgan rozciagajgcych grup tworzacych wiazania
wodorowe, co prowadzi do zmian protonacji czgsteczek, a brak ladunku sprzyja
procesom agregacji [H. 1,2, 7}. Wykrycie odpornoéci agregatow na dziatanie
temperatury. Zaobserwowanie, ze ekspozycja na promieniowanie NIR wykazuje

dziatanie ochronne [H. 2, 7].
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e) Wskazanic na mozliwosci aplikacyjne spektroskopii oscylacyjnej (ATR-IR
i Ramana) do badan strukturalnych tkanek i ich komponentéw, zarbwno w postaci

stafej, jak 1 roztwordw wodnych. Zastosowante spektroskopii w badaniu m.in.:

—  procesdw zachodzgcych w tkankach 1 ich skladnikach do celow
diagnostycznych i profilaktycznych, m.in. badania agregacji biatek,

analiza zmian uwodnienia wokoét struktur biologicznych [H. 2—4],

—  stresu oksydacyjnego w lipidach osocza krwi poddanej hemodializie

[H. 5],

—  efektéw temperaturowych i nadwietlania promieniowaniem NIR
komponentéw skory, wyznaczenie przej$¢ fazowych lipidow w skorze
z widm oscylacyjnych przed i po naswietlaniu promieniowaniem NIR
[H. 6, 7],

—  ecfektéw temperaturowych 1 naswietlania promieniowaniem UV

w kwasie linolowym [H. 8].

f) Wykazanie, Ze spektroskopia oscylacyjna w polaczenin z zaawansowanymi
metodami analizy danych takimi jak dwuwymiarowa analiza korelacyjna
(2DCOS) i analiza ruchomego okna jest skutecznym narzedziem
do kompleksowego badania zmian w strukturze molekularnej nicnasyconych
kwasow tluszczowych, wywolanych takimi czynnikami jak podwyzszona
temperatura czy promieniowanie UV |H. 8]. Udowodnitam, ze gtowna przyczyng
zmian obserwowanych w widmie TR LA byla izomeryzacja cis/trans. Analiza
ruchomego okna ujawnila, ze w przypadku prébek nienaswietlanych proces ten
jest wolniejszy niz inne zmiany strukturalne. Po naswietleniu proces ten staje si¢
szybszy 1 bardziej skorelowany z innymi zmianami strukturalnymi. Z kolei
dwuwymiarowa analiza korelacyjna data dowody na czeéciowy rozpad dimerdw
cyklicznych 1 tworzenie sie stabszych wigzafi wodorowych. Procesom tym

towarzysza zmiany konformacji tancuchdéw alkilowych.
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5. OMOWIENIE POZOSTAEYCH OSIAGNIEC NAUKOWO-BADAWCZYCH

5.1. ‘OPIS DZIALALNOSCI NAUKOWEJ PRZED UZYSKANIEM STOPNIA DOKTORA

W latach 1993-1998 studiowalam na Wydziale Podstawowych Probleméw Techniki,
na kierunku  Fizyka, w specjalnoéci Inzynieria Biomedyczna, W roku akademickim
1997/1998 wykonywalam pod kierunkiem dr hab. Malgorzaty Komorowskie] prace
magisterska pod tytutem: ,,Badanie zmian strukturalnych w blonach podstawnych klebuszkéw
nerkowych wprocesach chorobowych. Badania metodg spektroskopii Paramagnetycznego
Rezonansu Elektronowego”. Wykazatam, ze technika EPR jest przydatna w diagnostyce
zmian w strukturze blon podstawnych pod wplywem neuraminidazy, aktywnej przy
infekcjach wirusowych. Praca magisterska zostala zrealizowana przy wspolpracy z Akademig
Medyczng: prof. dr hab. A. Steciwko i lek. choréb wewnetrznych B. Sapilakiem. Efektem tej
wspélpracy jest publikacja w czasopi$émie medycznym ¥ oraz zaprezentowany komunikat
na migdzynarodowej konferencji 4™ Symposium “Free Radicals in Biology and Medicine™

w Lodzi, 1998.[%]

Po zakonczeniu studiow magisterskich, rozpoczetam studia doktoranckie na Wydziale
Podstawowych Probleméw Techniki w Instytucie Fizyki, w =zakresie Inzynierii
Biomedycznej, pod opieka naukows dr hab. Malgorzaty Komorowskie] i prof. Jana
Gomulkiewicza. Przedmiotem moich badan byly fotoprocesy zachodzace w materiatach
biologicznych pod wplywem na$wietlania promieniowaniem z zakresu bliskiej podczerwieni
(NIR).

Ze wzgledu na niewyjasniony mechanizm molekularny dzialania promieniowania
zzakresu NIR na tkanki i struktury biologiczne, zajetam si¢ badaniami wplywu
promieniowania NIR na przyktadowe mate czgsteczki, jakimi sg aminokwasy (fenyloalanina,
dihydroksyalanina), stosujac spekiroskopie UV-VIS. Wstepne wyniki wskazujgce

na modyfikacje struktur wody zwigzanej z aminokwasami zostaly opublikowane w postaci

¥ Sapilak B. J, Steciwko A., Olsztyfska S., Komorowska M., Polska Medycyna Rodzinna 4(3), 2002,
371-375.

%0 Sapilak B. I., Steciwko A., Olsztyiska 8., Komorowska M., Effect of neuraminidase on the structure of rabbit
kidney glomerular basement membranes: spin label study, 4* Symposium “Free Radicals in Biology and
Medicine” 1998, £.6dz, Poland, str. 154,
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artykutu zatytulowanego ,.Light therapy for mechanical damages” w Acta of Bioengineering

and Biomechanics w 1999 roku.[*!]

W tym samym roku odbylam 9-cio miesigczny staz wramach programu
Socrates/Erasmus na Université des Sciences et Technologies de Lille (Francja),
w laboratorium LASIR - Laboratoire de Spectrochimie Infrarouge et Raman.
Wspodlpracowatam tam z prof. N. Dupuy i dr L. Vriclynck. Odbycie praktyki zawodowe;j
wtym ofrodku pozwolilo mi na zapoznanie si¢ zteoretycznymi podstawami technik
spektroskopowych oraz umozliwito zdobycie praktycznego doswiadczenia w ich
zastosowaniu do badah materiatéw biologicznych 1isubstancji nieorganicznych. Bralam
rowniez udzial w grancie polsko-francuskim D.E.A. LARMORA ,Laser, Rayonnement
atmospherique”. Badania sponsorowane byly takze przez Ministére Chargé de la Recherche,
Région Nord-Pas-de-Calais and Fonds Européen de Développement Economique des Régions
(2000-2002). Efektem wspllpracy byly dwa komunikaty konferencyjne zatytulowane
.. Vibrational spectroscopy of herbicides derived from phenylurea” na konferencji Conference
de Jeunes Rechercheurs, Villeneuve d’Ascq, Francja, 1999r."2 oraz drugi ,[nfrared
spectroscopy of phenylurea — humic acid complexes” na konferencji, 10% International

Meeting of the International Humic Substances Society, Toulouse, Francja, 2000r.P%]

Na poczatku 2001 roku, dzigki zaproszenin otrzymanemu z laboratorium LASIR
w Uniwersytecie USTL (Francja), ponownie odbytam staz pozwalajacy na kontynuowanie
moich dotychczasowych badafi. Staz miat na celu poglebienie wiedzy praktycznej dotyczace]
zastosowania metod spektroskopii oscylacyjnej do badan strukturalnych materialéw
biologicznych do celéw diagnostycznych. Jednym z wazniejszych osiggnieé naukowych
zdobytych w laboratorium LASIR bylo opracowanie nowej metody wyznaczania warto$ei pKa
dla L-fenyloalaniny z intensywnoéci pasm na widmach ATR-IR. Metoda wyznaczania pKa
zostala opublikowana w Applied Spectroscopy w 2001 roku (liczba cytowan: 58).°* Wyniki
te zostaly rowniez zaprezentowane na miedzynarodowej konferencji 9" European Conference

on the Spectroscopy of Biological Molecules, w Pradze w 2001 roku.59

! Qlsztynska S., Dziamska A., Komorowska M., Acta Bioeng. Biomech. 1(1), 1999, 129-133.

2 QOlsztynska-Janus S., Vrielynck L., Saab J., Dupuy N., Vibrational spectroscopy of herbicides derived
from phenylurea, Conference de Jeunes Rechercheurs, Villeneuve d’Ascq, Francja, 1999.

3 Dupuy N., Vrielynck L., Olsztynska-Janus S., Saab 1., Infrared spectroscopy of phenylurea-humic acid
complexes”, 10% International Meeting of the International Humic Substances Society, Toulouse, Francja, 2000.
54 Olsztyniska S., Komorowska M., Vrielynck L., Dupuy N., Applied Spectroscopy 55(7), 2001, 901-907.

% Olsztynska S., Komorowska M., Vrielynck 1., Dupuy N., ATR-FTIR spectroscopic investigation
of L-phenylalanine. effect of pH, 9" European Conference on the Spectroscopy of Biological Molecules, Praga,
Czechy, 2001, str. 221
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Dodatkowo w czasic pobytu w laboratorium LASIR badatam efekty termiczne
zachodzace w strukturze aminokwasu przed i po ckspozycji na NIR przy pomocy
spektroskopii ATR-IR. Zaobserwowatam modyfikacje strukturalne wywolane dziataniem
podwyzszonej temperatury. Porownanie widm roztworéw nie naswietlonych i naswietlonych
promieniowaniem NIR wykazalo na istnienie réznic strukturalnych pomiedzy obydwoma
rodzajami probek. Obserwowane efekty wywolane wzrostem temperatury i zmiany
strukturalne zachodzace pod wplywem promieniowania NIR byly odmienne. Badatam
réwniez wplyw modyfikatoréw struktury wody na strukturg w/w amfifilowego aminokwasu.
Wyniki zostaly zaprezentowane w postaci 1 referatu i 3 posteréw na 26® European Congress
on Molecular Spectroscopy, Villeneuve d'Ascq, Francja, 2002r.P78 oraz na 27 European
Congress on Molecular Spectroscopy, Krakow, 2004r.P%'%1 Zaobserwowalam réwniez
procesy agregacji. Nalezy podkre§lié, ze procesy agregacji maja istotne znaczenie
w medycynie. Agregacja bialek w farmaceutykach moze zmnigjszy¢ bioaktywnodé leku
i dzigki temu wplywa na sile dziatania leku. Agregaty biatek moga rowniez wywolaé bardzo
niepozadane skutki immunologiczne, taki jak wstrzas anafilaktyczny.['®V Istnieje roéwniez
hipoteza, Ze choroby neurodegeneracyjne (np. Alzheimera, Parkinsona, Huntingtona,

Creutzfeldta-Jakoba), czy choroby nowotworowe sa zwigzane z patologia i akumulacjg

bia{ek.[102—104]

W celu potwierdzenia procesdéw agregacji zastosowalam spektroskopie fluorescencyjna.
W latach 2002-2003 odbylam praktyke 2z czasowo-rozdzielczej spektroskopii
fluorescencyjnej w Instytucie Technologti Organicznej i Tworzyw Sztucznych na wydziale
Chemicznym Politechniki Wroctawskiej pod kierunkiem prof. dr hab. inz. Kazimiery Wilk

idr inz. Beaty Domagalskiej. Uzyskane wyniki zostaly przedstawione w postaci referatu

% Qlsztynska S., Dupuy N., Vrielynck L., Komorowska M., Vibrational study of L-phenylalanine infrared
spectra, molecular structure and crystallization kinetics, 9" Furopean Conference on the Spectroscopy
of Biological Molecules, Praga, Czechy, 2001, sir. 220.

7 QOlsztynska S., Komorowska M., Vrielynck L., Dupuy N., ATR-FTIR study of L-phenylalanine: NIR
radiation effect, 26° European Congress on Molecular Spectroscopy, Villeneuve d'Ascq, Francja, 2002, str. 33.
% Chludzinska L., Olsztyniska S., Komorowska M., An antioxidant effects of Near infrared radiation on human
erythrocyte membranes monitored by ESR spectroscopy, 26™ Buropean Congress on Molecular Spectroscopy,
Villeneuve d'Ascq, Francja, 2002, str. 214.

? Qlsztynska S., Komorowska M., Ion effect on L-phenylalanine aqueous solution: Role of water structure, 27
European Congress on Molecular Spectroscopy, Krakow, 2004, str. 390.

19 Qlsztynska S., Komorowska M., NIR radiation effect on the structure of solvation shells of L-phenylalanine,
27" European Congress on Molecular Spectroscopy, Krakéw, 2004, str. 389.

101 Boulet-Audet M., Byrne B., Kazarian S. G., Anal. Chem. 86, 2014, 9786-9793.

192 Thal D. R., Findrich M., Acta Neuropathol 129, 2015, 163-165.

19 Wiszniewska M., Czlonkowska A., Polski Przeglad Neurologiczny 10(3), 2014, 1-11.

104 Szwed A., Mitowska K., Postepy Hig Med Dosw 66, 2012, 187-195.
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zatytulowanego ,,Aggregation of L-phenylalanine amino acid” na konferencji Surfactants and

Dispersed Systems in Theory and Practice w Polanicy Zdroju 2003 roku.[1%]

Efektem kilku lat pracy badawczej pod kierunkiem dr hab. Malgorzaty Komorowskiej
byla rozprawa doktorska zatytulowana ,,Zastosowanie spekiroskopii ATR-FTIR do badania
molekularnego mechanizmu oddziatywania promieniowania z zakresu bliskiej podczerwieni
— fenyloalaning”. Obrona rozprawy doktorskiej odbyla sie w dniu 21.09.2004 r. przed Radg
Naukowa Instytutu Fizyki Politechniki Wroclawskiej.

W famtym okresie bylam tez zatrudniona na etacie starszego referenta techmiczno-
inzynieryjnego na Wydziale Podstawowych Problemow Techniki, w Wydzialowym
Zakladzie Inzynierii Biomedycznej i Pomiarowej Politechniki Wroctawskiej. Do moich
obowigzkoéw nalezala opicka laboratoryjna, zakup aparatury i materialéw laboratoryjnych,

odczynnikow chemicznych.

W trakcie studiow doktoranckich otrzymatam stypendia: Stypendium Erasmus/Sokrates
na pobyt w USTL (Lille, Francja, 1999/2000) i staz naukowy w laboratorium LASIR
oraz stypendium doktoranckie (1999-2003).

195 QOlsztyfiska S., Domagalska B.W., Komorowska M., Aggregation of L-phenylalanine amino acid, w: ed.
Wilk K.A., Surfactants and dispersed systems in theory and practice, Oficyna Wydawnicza Politechniki
Wroctawskiej, Wroctaw, 2003, 405409,
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5.2. OPIS INNEJ DZIAELALNOSCI NAUKOWEJ PO UZYSKANIU STOPNIA DOKTORA — OPIS
CHRONOLOGICZNY

Po uzyskaniu stopnia naukowego doktora we wrze$niu 2004 roku zostatam zatrudniona
na stanowisku asystenta naukowo-dydaktycznego na Wydziale Podstawowych Problemow
Techniki Politechniki Wroclawskiej w Wydzialowym Zakiadzie InZzynierii Biomedycznej
i Pomiarowej. Prowadzitam prace badawcze z zakresu inzynierii biomedycznej dotyczace
w ogélnosci oddzialywania $wiatla na struktury biologiczne, jak i nieinwazyjnych metod

diagnostycznych.

Oprocz rozwoju technik 1 metodologii badan zapoczgtkowanych w czasie pracy nad
doktoratem zainteresowal mnic réwniez inny problem, a mianowicie poszukiwanie
nieinwazyjnego, azarazem szybkiego narzedzia diagnostycznego procesdéw biologicznych
zachodzacych na poziomie molekularnym. Z punktu widzenia badan biomedycznych bardzo
wazne jest znalezienie tamich, szybkich, a zarazem nieinwazyjnych metod badania pltynow
ustrojowych, tkanek oraz biomaterialow. Zaawansowane techniki spektroskopowe dajg
mozliwosé uzyskania informacji o strukturze, oddziatywaniach czgsteczkowych, czy
procesach zachodzacych na poziomie molekularnym. Wspodlczesna diagnostyka coraz czedciej
wykorzystuje wyniki badah na poziomie zmian molekularnych. Metody te pozwalaja
na przeprowadzenie analiz jakosciowych i ilo§ciowych. Na szczegolng uwage zastugujg
techniki spektroskopii oscylacyjnej. Sa one technikami o najbardziej uniwersalnym
zastosowaniu, poczynajgc od fizyki ciala stalego po zaawansowane metody diagnostyczne
w medycynie. Umozliwiajg czulg analize skladu badanego materiatu, wlacznie z jego
obrazowaniem, stanowigc bardzo nowoczesng metode diagnostyczna, np. tkanek. Techniki
spekiroskopii oscylacyjnej staja si¢ konkurencyjne w poréwnaniu do metod obecnie
stosowanych w medycynic z uwagi na mozliwosé prowadzenia badan i analiz materialéw
biologicznych, nie powodujgc ich destrukcji. Techniki te sa stosunkowo szybkie, nicktdre
znich umozliwiaja badania in vive. Umozliwiajg wykrywanic zmian w tkankach juz
we wezesnym  etapie ich powstawania, w zwigzkn z tym moga by¢ zastosowane
do diagnostyki proceséw chorobowych, nawet na bardzo wczesnych etapach rozwoju

patologii, w monitorowaniu zastosowanej terapii badz leczenia.

Wykorzystujac duze mozliwosci techniki ATR-IR skoncentrowalam swojg uwage
na badaniu mechanizmu molekularnego dziatania promieniowania NIR na bardziej
skomplikowane struktury biologiczne. Poczatkowo badania wykonywatam we wspdlpracy

z prof. Natalie Dupuy i dr Laurence Vrielynck z Université des Sciences et Technologies
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de Lille (Francja). Wyniki zostaly przedstawione na Seminarium Ogoélnopolskim ,,Polish
Photoscience Seminars”, Uniwersytet Jagiellonski, Krakow, 2005r.1'%! na miedzynarodowe;j
konferencji 11% European Conference on the Spectroscopy of Biological Molecules,
Aschaffenburg, Niemcy, 2005r. U079 oraz opublikowane w czasopiémie z Listy
filadelfijskiej Applied Spectroscopy w 2006 roku.*¥) W swoich badaniach wykazalam,
ze promieniowanie NIR jest absorbowane glownie przez wode zarowno zwigzang,
jak i globalng. Zmiany w strukturze wody wywotuja efekty wtdrne zachodzace w interfazie

na granicy struktura badana—$rodowisko wodne.

W tym samym roku zostalam laurcatem grantu umozliwiajgcego udziat w Szkole Letniej
"Complex Materials: Cooperative Projects of the Natural, Engineering and Biosciences,
International University Bremen (IUB), Bremen, Niemgcy; finansowanie przez IUB).
Przedstawitam tam wyniki uzyskane z badania oddzialywania promieniowania NIR na
strukturg fenyloalaniny w referacie zatytulowanym ,,Phenylalanine response to NIR
radiation: ATR-FTIR study 1%, Dwutygodniowy pobyt w International University Bremen
(TUB) wykorzystalam na poznanie innych technik eksperymentalnych do badania struktur
biologicznych.,

Skoro promieniowanie NIR wywoluje zmiany struktury wody w ukladach biologicznych,
to konieczne staje si¢ dalsze badanie standw hydratacji. W celu podwyzszenia kwalifikacji
w zakresie tworzenia cienkich warstw ukladdéw biologicznych oraz badania procesow
hydratacji/dehydratacji za pomoca spektroskopii FTIR, odbylam dwutygodniowy staz
pod kierunkiem prof. Yvesa Maréchala (CEA, Commissariat & 1’énergie atomique, Grenoble,
Francja). Nabyte umiejetnosci wykorzystalam w dalszych badaniach. Wyniki badafi zostaty
opublikowane w artykule w Applied Spectroscopy w 2006r. (,,Water evaporation analysis
of L-phenylalanine from initial aqueous solutions to powder state by vibrational

spectroscopy”).1Y

19 Olsztyniska S., pKa shifts of L-phenylalanine — NIR radiation effect, Seminarium Qgolnopolskie ,,Polish
Photoscience Seminars”, Uniwersytet fagiellofiski, Krakow, 2005.

197 Olsztyinska S., Komorowska M., Consequences of dehydration induced by NIR radiation: ATR-FTIR study,
11™ European Conference on the Spectroscopy of Biological Molecules, Aschaffenburg, Niemcy, 2005,

198 Olsztyhska S., Komorowska M., Control of biological systems after NIR radiation — investigations of NIR
exposure induced structural effects in L-phenylalanine by ATR-FTIR spectroscopy, 11" European Conference on
the Spectroscopy of Biological Molecules, Aschaffenburg, Niemcy, 2005.

199 Olsztyniska 8., Phenylalanine response to NIR radiation: ATR-FTIR study, Summer School: “Complex
Materials: Cooperative Projects of the Natural, Engineering and Biosciences”, International University Bremen,
Bremen, Niemcy, 2006.

10 QOlsztynska-Janus S., Dupuy N., Vrielynck L., Komorowska M.. Water evaporation analysis of I-
phenylafanine from initial aqueous solutions to powder staie by vibrational spectroscopy. Applied Spectroscopy
60(9), 2006, 1040-1053.
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5.2.1. OPIS PRAC BADAWCZYCH ZWIAZANYCH Z OSIAGNIECIEM NAUKOWYM

Opisane wczesniej prace byly nastepnie kontynuowane podczas doktoratu, jednak
odnosity si¢ do innych aspektow wykorzystania promieniowania NIR. Natomiast kolejne
prace opisane ponize] dotycza badania bardziej rozbudowanych struktur biclogicznych
zapomoca spektroskopii oscylacyjnej oraz dwuwymiarowej analizy korelacyjnej 1 metod
chemometrycznych, co pozwolilo na uzyskanie nowych informacji na temat struktury
badanych uktadow.

W styczniu 2007 uzyskatam grant na badania wiasne zatytulowany ,,Kontrola ukiadow
biologicznych w $wiatloterapii — badania wywolane promieniowaniem z zakresu bliskiej
podczerwieni (NIR)” finansowany przez Centrum Inzynierii Biomedycznej Politechniki
Wroctawskiej (nr 331878). Dzigki temu moglam rozpoczaé badania wplywu promieniowania
NIR nawode i inne struktury biologiczne. Badania te wykazaly, ze ekspozycja na
promieniowanie NIR silnie modyfikuje zarowno inne aminokwasy, jak i biatka. W przypadku
bialek absorberami promieniowania sg przede wszystkim struktury wody zwigzanej

z powierzchnig biatka.[!11:112]

Jednoczeénie waznym zadaniem prowadzonych badan byla teoretyczna symulacja
mechanizmu efektow obserwowanych do$wiadczalnie. W tym celu w roku 2007 roku
nawigzatam wspélprace z prof. Jozefem Lipifiskim’ (Wydzial Chemiczny, Politechnika
Wroclawska). Obliczenia zostaly przeprowadzone za pomocg dwoéch metod mechaniki
kwantowej: MP2 iB3LYP (B3LYP to jedna z wielu przyblizonych metod DFT — teorii
funkcjonaléw gestosei, natomiast MP2, to metoda Mellera-Plesseta II rzedu, jedna z metod
uwzgledniania korelacji oparta na funkcji falowej). Metody kwantowo-mechaniczne
potwierdzity procesy agregacji oraz okreélity geometrie czgsteczek i warunki, w jakich moze
zachodzié ten proces. Wyniki przedstawitam na XV Krajowej Konferencji Biocybernetyki

i Inzynierii Biomedycznej we Wroctawiu, 2007r.['"*], na konferencji miedzynarodowej 12%

1 Nowosiad A., Konik A., Olsztynska-Janus S., Komorowska M., Changes in water structure induced by
the near-infrared radiation and temperature — ATR-FTIR spectroscopy studies, Oficyna Wydawnicza
Politechniki Wroctawskiej, Wroclaw, 247-252.

12 Kosnik A., Nowosiad A., Olsztyniska-Janus 8., Komorowska M., Effect of near-infrared radiation and
temperature on the structure of simple amino acid — ATR-FTIR spectroscopy studies, Oficyna Wydawnicza
Politechniki Wroclawskiej, Wroctaw, 253258,

113 Olsztyniska-Janus 8., Szymborska K., Komorowska M., Lipiiski I.: Usefulness of spectroscopy for
biomedical engineering, In: Biocybernetics and Biomedical Engineering. XIV National Conference
Biocybernetics and Biomedical Engineering Wroctaw, 2008,
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European Conference on the Spectroscopy of Biological Molecules [1'* oraz opublikowatam
w postaci dwéch artykuldw: ,,Conformational changes of L-phenylalanine — near infrared-
induced mechanism of dimerization: B3LYP studies”, Journal of Molecular Structure:
Theochem (2009) [H. 1] oraz ,,Usefulness of spectroscopy for biomedical engineering”, Acta

of Bioengineering and Biomechanics (2008),[!15]

W roku 2009 tematyka moich badan byla w dalszym ciggu zwigzana z poszukiwaniami
procesow pierwotnych 1 wtornych molekularnego mechanizmu dzialania promieniowania
NIR na komponenty tkanek. Tym razem skupitam si¢ na badaniu struktur tworzonych przez
czgsteczki wody 1 innych aminokwaséw (glicyny, alaniny). Inne struktury biologiczne
rowniez sg wrazliwe na dziatanie promieniowania NIR. Obserwowane efekty zalezg silnic od
dhugosdci fali padajacej. Maksimum efektéw zaobserwowatam dla dlugoéci fal aktywnych dla
drgan grup pochodzacych od sasiadujacej wody. Rezultatem badan sg dwa referaty na VII
Konferencji Naukowej dla mlodych naukowcoéw zorganizowanej przez Politechnike
Wroclawskg, Wroctaw, 2009,[116.117]

W uznaniv moich osiagnig¢ i wiedzy w dziedzinie biospektroskopii w roku 2010
otrzymatam zaproszenic z Wydawnictwa Intech do napisania rozdzialu w ksiazce
anglojezycznej z dziedziny Inzynierii Biomedycznej. We wspolpracy z prof. Bogustawa
Czarnik-Matusewicz' z Uniwersytetu Wroctawskiego oraz prof. Malgorzata Komorowsks
z Politechniki Wroctawskiej powstal rozdziat zatytulowany ,.Specific Applications
of Vibrational Spectroscopy in Biomedical Engineering” w: Biomedical Engineering, Trends,
Research and Technologies, wydawnictwo InTech, Rijeka, Croatia, 2011.[H. 2] W rozdziale
zostaly opisane zalety spektroskopii oscylacyjnej w badaniach strukturalnych materiatéw
biologicznych oraz fotochemiczne i terapeutyczne podstawy dzialania §wiatla w zakresie
NIR, na podstawie wynikéw badan spektroskopowych takich czasteczek, jak aminokwasy,
biatka i DNA.

"4 Olsztynska-Janus S., Szymborska K., Komorowska M., K. Palewska, Lipinski I. Mechanism of dimerization
as a consequence of Near Infrared exposure on phenylalanine, 12™ European Conference on the Spectroscopy
of Biological Molecules, Bobigny (Paris region), Francja, 2007.

"3 QOlsztynska-Janus S., Szymborska K., Komorowska M., Lipinski J.: Usefulness of spectroscopy for
biomedical engineering. Acta of Bioengineering and Biomechanics 10(3), 2008, 45-49.

6 Konik A., Nowosiad A., Olsztyhska-Janus S., Komorowska M.. Effect of near-infrared radiation
and temperature on the structure of simple amino acids — ATR-FTIR spectroscopy studies. VII Naukowa
Konferencja Studentéw, Oficyna Wydawnicza Politechniki Wroctawskiej, Wroctaw, 2009, str. 253-258.

17 Nowosiad A., Koénik A., Olsztyfiska-Janus 8., Komorowska M.: Changes in water structure induced
by the near-infrared radiation and temperature — ATR-FTIR speciroscopy studies. VH Naukowa Konferencja
Studentow, Oficyna Wydawnicza Politechniki Wroctawskiej, Wroclaw, 2009, str, 247252,
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W tym samym roku zostalam poproszona przez wydawnictwo Intech (Croatia)
o edytorstwo monografii zatytulowanej Biomedical Engineering, Trends, Research and
Technologies''8). Podjelam si¢ tego wyzwania wspolnie z Prof. Malgorzatg Komorowska.
Efektem naszej wspolpracy jest ksigzka anglojezyczna dotyczgca najnowszych trendow

w Inzynierii Biomedycznej opublikowana w roku 2011 przez Wydawnictwo Intech.

W roku 2012 otrzymalam kolejne zaproszenie do napisania publikacji w Special Issue
czasopisma Structural Chemistry po$wigconym prof. dr hab. Malgorzacie Witko, cztonkowi
korespondentowi Polskiej Akademii Nauk, z okazji 40-lecia Jej pracy naukowej. W publikac;ji
»Conformational changes of L-phenylalanine induced by Near Infrared radiation. ATR-FTIR
studies” zaprezentowatam modyfikacje strukturalne aminokwasu indukowane ckspozycja
na promicniowanie NIR.['"™ W uznaniu moich osiggnieé zostalam réwniez zaproszona do
wygloszenia referatu zatytulowanego ,Non-thermal effects of exposure to Near Infrared
radiation in biological structures” na konferencji Vibrational Biospectroscopy and Imaging.
Modern Techniques of Raman and IR imaging with Chemometric Analysis, organizowanej

przez Uniwersytet Jagiellofiski w Krakowie w 2013r [12%),

Ze¢ wzgledu na prowadzone badania i stosowane metody zespot naukowy, ktérego jestem
czlonkiem, wystapil o grant aparaturowy do Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego.
Dzicki dofinansowaniu (nr grantu 6180/1A/119/2012, giéwny wykonawca) zorganizowalam
w peini wyposazone laboratorium Biospektroskopii w ramach Srodowiskowego Laboratorium
Bio-Optyki. Oprocz spektrometru EPR laboratorium posiada spektrometry UV-VIS,
spektrometr FTIR z kilkoma przystawkami ATR oraz zestaw do badan strukturalnych
z ukladami obrazowania mikroskopowego (mikroskop FTIR oraz mikroskop ramanowski).
Od samego poczatku jestem kierownikiem tego laboratorium, ktére stanowi centrum

badawcze dla §rodowiska wroclawskiego.,

Prowadz¢ tez badania we wspdlpracy z instytucjami naukowymi. W ramach swojej
dzialalno$ci naukowej za pomocg spektroskopii oscylacyjnej (ATR-IR, Raman) badatam
wigksze struktury biologiczne itkanki miekkie (np. krew ijej skladniki, skore). Efektem

badain w ramach utworzonego centrum oraz wspolpracy z Wojewddzkim Szpitalem

18 Biomedical Engineering, Trends, Research and Technologies/Book 3, Eds. M. Komorowska i S. Olsztyfiska-
Janus, InTech, Rijeka, Croatia, 2011,

19 Olsztynska-Tanus S., Komorowska M., Conformational changes of L-phenyl-alanine induced by Near
Infrared radiation. ATR-FTIR studies, Structural Chemistry 23, 2012, 1399-1407,

120 Qlsztynska-Janus S., Komorowska M., ,Non-thermal effects of exposure to Near Infraved radiation
in biological structures”, Conference of Vibrational Biospectroscopy and Imaging. Modern Techniques
of Raman and IR imaging with Chemometric Analysis, Uniwersytet Jagiellonski, Krakéw, 2013.
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Specjalistycznym we Wroclawiu oraz Wydzialem Mechanicznym Politechniki Wroctawskiej
sa dwie opublikowane prace: “Spectroscopic technigues in the study of soft tissues and their
components. Part I: IR spectroscopy”, [H. 3] oraz “Spectroscopic techniques in the study of
soft tissues and their components. Part II: Raman spectroscopy”, [H. 4] opublikowane w
Acta of Bioengineering and Biomechanics w 2012r. Badania te prowadzitam w ramach grantu
Wrovasc — Zintegrowane Centrum Medycyny Sercowo-Naczyniowej, finansowanego przez
Program Operacyjny Innowacyjna Gospodarka, na lata 2007-2014. Pokazalam potencjat
metod spektroskopii oscylacyjnej w analizach biomedycznych. W pierwszej pracy oméwiono
zastosowanie spektroskopii w podczerwieni do badania tkanek migkkich i ich komponentéw,
oraz analizy procesdéw: hydratacji i denaturacji DNA, oddzialywai DNA z metalami i badania
wplywu pH na strukturg DNA, proceséw agregacji aminokwaséw, denaturacji bialek, badania
osocza ierytrocytéow. W przedstawionych pracach zwrécono uwage na zastosowania
biomedyczne  spektroskopii IR do celéw  diagnostycznych i profilaktycznych,
Zz uwzglednieniem choréb nowotworowych. W drugiej pracy opisatam zastosowanie
spektroskopilt Ramana do badania skory, naczyfn krwionoénych, koéci, denaturacji DNA,
oddzialywania DNA z metalami i analizy wplywu pH na strukture DNA.

Technika ATR-IR zostala réwniez zaproponowana do badania pierwszorzedowych
produktéw utleniania lipidow w hemodializie. Zastosowanie spektroskopii ATR-IR pozwolito
na oznaczenie stresu oksydacyjnego w osoczu podczas hemodializy. Badania
przeprowadzono we wspolpracy z Osrodkiem Badawczo-Rozwojowym Wojewoddzkiego
Szpitala Specjalistycznego we Wroclawiu oraz wspdlpracy z Uniwersytetem Przyrodniczym
we Wroclawiu, gdzie przeprowadzano zabiegi hemodializy na zwierzetach. Uzyskane wyniki
badan =zostaly zaprezentowane na konferencji Ko-oper Interdyscyplinarnos¢ badan
naukowych w 2014r., oraz opublikowane w postaci artykuli ,dpplication of FTIR-ATR
spectroscopy to determine the extent of lipid peroxidation in plasma during haemodialysis,,
w czasopismie BioMed Research International (2015) [H. 5].

Aktualnie prowadzg¢ interdyscyplinarne badania naukowe, obejmujgce rozZne nurty.
Pierwszy z nich jest kontynuacja proby wyjasnienia mechanizmu dzialania promieniowania
NIR na struktury biologiczne, w szczegolnosci proceséw zachodzacych na poziomie
molekularnym. W tym celu badam za pomoca spektroskopii ATR-IR bardziej ztozone obiekty
(tkanki), jakimi sa skéra i krew. Okreslitam przejscia fazowe lipidow w skorze, modyfikacje
w warstwach hydratacyjnych i zmiany konformacyjne biatek w funkcji temperatury przed i po

ekspozycji na promieniowanie NIR. Badania wskazaly na obnizenie temperatury przejscia,
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co potwierdzaloby ochronne dzialanie NIR. Wyniki moich badan wskazuja,
ze lipidy 1 biatka stajg si¢ bardziej odporne na dziatanie czynnikéw zewnetrznych
po ckspozycji na promieniowanie NIR. Badania zostaty przeprowadzone we wspOlpracy
z prof. Mirostawem Czarneckim z Uniwersytetu Wroctawskiego oraz z prof. Zdzislawem
Kietbowiczem z Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu. Efektem wspolpracy sa dwie
publikacje ,,ATR-IR study of skin components: Lipids, proteins and water. Part I
Temperature effect” oraz ,,ATR-IR study of skin components: Lipids, proteins and water. Part
II: Near infrared radiation effect” w czasopi$mie Spectrochimica Acta Part A: Molecular and
Biomolecular Spectroscopy (2018r.) [H. 6, H.7]. Wyniki badai byly prezentowane na
konferencji migdzynarodowej (XXXIV European Congress on Molecular Spectroscopy,
EUCMOS, w 2018t.) i krajowej (X sympozjum: Wspdlczesna mysl techniczna w naukach
medycznych i biologicznych w 2018r. 1 2019z.).

Podj¢tam sig réwniez proby przeanalizowania oddziatywania podwyzszonej temperatury
ipromieniowania UV na strukture kwasu linolowego (LA). Wykorzystalam do tego celu
klasyczne metody analizy danych spektralnych, jak réwniez dwuwymiarowg analize
korelacyjna, analize ruchomego okna oraz analize gldownych skladowych. Pod wplywem
podwyzszonej temperatury i promieniowania UV dochodzi do modyfikacji strukturalnych
w czagsteczkach LA, przy czym amplituda zmian jest znacznic wigksza po naswietlaniu
probki. W procesie pierwotnym dochodzi do izomeryzacji cis/trans, oslabienia wigzan
wodorowych 1 czeSciowego rozrywania dimeréw cyklicznych. Pod wplywem rozrywania
wigzafi podwdjnych zmniejsza si¢ stopiefi nienasycenia probki kwasu tluszezowego LA.
Wszystkim tym zmianom towarzysza zmiany orientacji tancuchéw alifatycznych [H. 8].

Nalezy podkreélié, ze opracowanie metodologii badan bylo bardzo czasochlonne,
wymagalo sporych nakladow finansowych i zaangazowania wielu os6b. Rownic duze
wyzwanie stanowilo przygotowanie stanowisk doéwiadczalnych, wykonanie eksperymentow
1szczegOlowej analizy danych eksperymentalnych, ktére dotyczyly zmian w strukturach

biologicznych zachodzacych na poziomie molekularnym.

5.2.2. WSPOLPRACA NAUKOWA NIE ZWIAZANA Z TEMATEM HABILITACJI

Wraz z doktorantka B. Kmiecik rozpoczetam badania oddzialywania promieniowania
NIR na osocze i erytrocyty wypreparowane z krwi pochodzacej od §wint podiaczonych do
aparatury ECMO iECLA (wspomaganie oddychamia), ktérym podawano leki

przeciwzakrzepowe (klopidogrel iaspiryna). ECMO (z ang. extracorporeal membrane
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oxygenation) oznacza pozaustrojowe utlenowanie krwi, za§ ECLA (z ang. extracorporeal
lung assisf) — pozaustrojowe wspomaganie pluc. Okazuje si¢, ze promiecniowanic NIR
zmnigjsza stres oksydacyjny wywolany podiaczeniem do krgzenia pozaustrojowego.
Eksperymenty przeprowadzone zostalty we wspdélnym projekcie badawczym z Collegium
Medicum Uniwersytetu Jagiellohskiego oraz Instytutem Zootechniki w Krakowie-Balicach.
Wstepne badania sg bardzo obiecujace 1 ich wyniki zostaty przedstawione na konferencji
the Advanced Infrared and Raman Spectroscopy (AIRS) wEochowie w 2012r.
W przygotowaniu sg dwie publikacje. Dodatkowo we wspolpracy z dr inz. Bartoszem
Krawczykiem (Katedra Systeméw i Sieci Komputerowych, Wydzial Mechaniczny
Politechniki ~ Wroclawskiej)  zostaly = przeprowadzone  obliczenia  statystyczne
z wykorzystaniem metody chemometryczne] PCA imetod klasyfikacji. W obliczeniach
analizowano parametry spektralne widm ATR-IR probek osocza pobranych w rdznym czasie
krazenia pozaustrojowego. Zastosowano rdézne metody klasyfikacji dajacych najlepsze
rezultaty 21122l Przebadano kilka klasyfikatoréw, m.in. metode Maszyny Wektoréw
Wspierajgcych (SVM), drzewo decyzyine indukowane wedlug algorytmu C4.5 za pomoca
indeksu Giniego z przycinaniem lisci, czy sieci neuronowe, ktére mozna zastosowaé do analiz
danych biomedycznych.l12*-126] Metody statystyczne pozwolity na wyodrebnienie grupy
naswietlanych zwierzat od grupy kontrolnej igrupy zwierzgt, ktérym poddano leki
przeciwzakrzepowe. Wyniki obliczen przedstawiono na Konferencii Statystycznej,
Wroclawskie Obchody 100-lecia Istnienia Polskiego Towarzystwa Statystycznego, Wroclaw,
2012r.

Drugi nurt moich prac badawczych zwigzany jest z badaniami kinetyki odbudowy
mikrostruktury tiksotropowej smaru litowego we wspOipracy z dr inz. Macigjem
Paszkowskim z Wydzialu Mechanicznego Politechniki Wroclawskiej. Badania ATR
przeprowadzone przez mnic okreslity zmiany strukturalne smaru litowego podczas procesu
relaksacji. Wyniki ATR wraz zbadaniami reologicznymi przedstawiono w formie
komunikatu na konferencji tribologicznej World Tribology Congress, Torino (Wiochy,

2013r.) oraz dwoch publikacji naukowych w czasopismach Industrial Lubrication and

121 Wozniak M., et al., Information Fusion 16, 2014, 3-17.

122 Wilk T., et al., Neurocomput, 75, 2012, 195-193.

123 Alpaydin E., Introduction to Machine Learning, 2nd edition, 'The MIT Press, Cambridge, MA, USA, London,
UK, 2010,

124 Surowka A.D., et al., Analyst 2015, 140, 2015, 2428-2438.

125 You Z.-H., et al., Proc. BMC Bioinformatics 2013, 14(Suppl 8): S10.

126 Garg AX.,, ef al, . Am. Med .Assoc. 293, 2005, 1223-1238.
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Tribology,!*?"! oraz Tribology Letters w 2014r.1'®! Pierwszy z nich,!'*"! zostal uznany przez
edytorow czasopisma jako artykut wyrdzniajgcy (,, Outstanding Paper”) w roku 2014,

Trzeci nurt badan dotyczy modyfikacji tkanek roslinnych pod wplywem czynnikow
fizycznych i chemicznych we wspdlpracy z prof. J. Detyna (Wydzial Mechaniczny,
Politechnika Wroclawska) i prof. H. Bujakiem (Uniwersytet Wroctawski). Kierowalam
badaniami spcktroskopowymi dr inz. Katarzyny Niemczyk, ktorej bylam réwniez
promotorem pomocniczym od 1.10.2012r. Wykonano probne widma ATR-IR zielistki
Sternberga za pomoca nowo zakupionego mikroskopu IR. Widma ATR-IR lisci
przeanalizowano ze wzgledu na rézng zawarto$¢ wody. Zmiany hydratacji wplywajg istotnie
na widma ATR-IR tkanki ro§linnej. Zaobserwowano duze zrdéznicowanie w poloZeniu
iwzglednej intensywnosci pasm oscylacyjnych, Badania wykazaly, Ze istnieje mozliwosé
zastosowania spektroskopii w podczerwieni (ATR-IR) do ilo$ciowych badan utraty wody
w tkankach roélinnych. Wyniki badan zostaly przedstawione na konferencji Vibrational
Biospectroscopy and Imaging. Modermn Techniques of Raman and IR imaging
with Chemometric Analysis, w Krakowie w 2013r.l!’l oraz na konferencji Ko-oper
Interdyscyplinarno$é Badan Naukowych, w Szklarskiej Porgbie w 2013r,[13%]

Dodatkowo rozpoczg¢lam wspolprace z doktorantami dr hab. Marty Kopaczynskiej, prof.
PWr. Na przelomie 2014/2015 mgr inz. Aleksandra Foerster odbywata staz w laboratorium
Spektroskopii  Oscylacyjnej pod moim kierunkiem. Podczas stazu zaznajomila sig
z podstawami spektroskopii IR z uwzglednieniem metody ATR. Metoda ATR zostala zuzyta
do zidentyfikowania grup funkcyjnych powierzchni badanego materialn. Za pomoca
spektroskopii ATR-IR oceniano powierzchnie dyskdéw ze stali nierdzewnej 316L, stosowane]
w produkeji stentéw wieficowych i obwodowych. Czegéé wynikdw badan zostata dolaczona do

publikacji w czasopiémic Journal of Biomedical Materials Research: Part A w roku 2016.1131

127 Paszkowski M., Olsztyniska-Janus S., Ind. Lub. Tribol. 2 (66) (2014), 223-237.

128 Paszkowski M., Olsztyiska-Janus S., I. Wilk, Tribol. Lett. 56, 2014, 107-117

12% Grabowska K., Olsztynska-Janus S., Detyna, ., ATR-FTIR vibrational spectroscopy as a tool to study
of Chlorophytum comosum, Vibrational Biospectroscopy and Imaging, Modern Techniques of Raman and IR
imaging with Chemometric Analysis, Krakdw, 2013, str. 26,

130 Grabowska K., Olsztynska-Janus S., Detyna, J., Spektroskopia oscylacyjna ATR-FTIR jako narzedzie
do badar: strukturalnych zielistki Sternberga, Oficyna Wydawnicza Politechniki Wroclawskiej Wroctaw 2013,
str. 238-241.

131 Foerster A., Hotowacz 1., Sunil Kumar G.B., Anandakumar S., Wall J.G., Wawrzyfska M., Paprocka M.,
Kantor A., Kraskiewicz H., Olsztynska-Janus S., Hinder S.J., Biaty D. Podbielska H., Kopaczynska M.,
J. Biomed. Mater. Res. A., 104(4), 2015, 821-832.
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Swoja wiedze 1 do$wiadczenie w obszarze fotobiologii, mechanizmu dzialania
promieniowania NIR oraz zastosowania metod oscylacyjnych do badaniach tkanek i struktur
biologicznych wykorzystalam do napisania rozdziatéw w monografiach [H. 6] {1132-134],

Efektem dotychczasowej pracy naukowej jest 58 publikacji naukowych, w tym 20
artykutow, 1 podrecznik, 1 rozdzial w ksigzce migdzynarodowej, 7 rozdziatow w ksigzkach
w jezyku polskim, 5 zarejestrowanych referatéw, 22 komunikatéw konferencyjnych,
1 streszczenie  (abstrakt konferencyjny) oraz 1 redaktorstwo pracy zbiorowej

migdzynarodowej.

132 Komorowska M., Olsztynska-Janus S., Podstawowe pojecia fotochemii i fotobiologii. Rozdziat 4, W

Optyka Biomedyczna. Wybrane zagadnienia, Red.: H. Podbielska, Wydawnictwo Politechniki Wroctawskiej,
Wroctaw, 2011, str. 129-136.

13 Komorowska M., Olsztyfiska-Janus S., Szymborska-Matek K., Wykorzystanie oddziabwania swiatia
w bliskiej podczerwieni na struktury biologiczne. Rozdziat 15, W: Optyka Biomedyczna. Wybrane zagadnienia,
Red.: H. Podbielska, Wydawnictwo Politechniki Wroctawskiej, Wroctaw, 2011, str. 375-386.

13 Olsztynska-Janus 8., L. Komorowski, Widmo oscylacyjne. W: Chemia fizyczna, tom 4, rozdziat 17.8,
Laboratorivm fizykochemiczne, Red. L. Komorowski i A. Olszowski, PWN Warszawa, 2013, str. 669-679,
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5.2.3. DZIALALNOSC DYDAKTYCZNA

Od roku 2009 jestem Czlonkiem Komisji ds. Dyplomowania na studiach I oraz II stopnia
na kierunkn Inzynieria Biomedyczna, specjalnos¢ Optyka Biomedyczna, Wydzial
Podstawowych Probleméw Techniki, Politechnika Wroctawska.

W ciagu kilku lat pracy zawodowej bylam dodatkowo promotorem dwudziestu jeden prac
magisterskich 1 czterdziestu jeden prac inzynierskich. Dwie osoby sposréd moich
dyplomantéw ukoficzyly studia doktoranckie na Politechnice Wroclawskiej. Wiele z tych prac
uzyskalo oceng celujgcg, a dwie prace uzyskaly pierwsza (w 2013r.) i trzecig (w 2012r)
nagrod¢ na najlepsza prace magisterska w dziedzinie InZzynierii Biomedycznej w konkursie
zorganizowanym przez Stowarzyszenie Elektrykow Polskich, Oddziat Wroclaw. Nicktére
prace kofczyly si¢ opublikowaniem wynikéw w materialach konferencyjnych lub

publikacjami.

Recenzowalam réwniez prace dyplomowe w dziedzinie InZynierit Biomedycznej (12 prac

magisterskich oraz 19 prac inzynierskich).

Od kilku lat wspolpracuje z doktorantami, uczac ich badania i analizowania struktur
biologicznych, technik spektroskopowych oraz komputerowej analizy  danych
eksperymentalnych. Dnia 26.05.2017r. odbyla si¢ publiczna obrona mgr inz. Katarzyny
Niemezyk, ktorej bytam promotorem pomocniczym, a promotorem gléwnym byt dr hab. inz.
Jerzy Detyna, prof. nadzw. PWr. Praca na temat: ,Wphwu niektorych czynnikow
stymulacyjnych na wzrost, rozwdj oraz wlasciwosci biomechaniczne wybranych roslin”
zostala wyrdzniona (Politechnika Wroctawska, Wydzial Mechaniczny). Od 1.10.2013 roku
w ramach wkladu w rozwdj kadry naukowe] bytam promotorem pomocniczym kolejnego
doktoranta na ww. wydziale, a mianowicie mgr inz. Barbary Kmiecik, ktorej promotorem
giownym byl dr hab. inz. Jerzy Detyna, prof nadzw. PWr. Tematyka pracy dotyczyla
Wereofotogrametrycznej  metody  identyfikacji  geometrii  powierzchni  obcigionef
mechanicznie przeznaczonej do zastosowar biomedycznych™ 1 prowadzona byla w ramach
Studiow Interdyscyplinarnych w jezyku angielskim (data otwarcia przewodu 19.03.2014).
Praca zostala obroniona dnia 5.07.2018r. Wspdlpracowalam réwniez z innymi doktorantami
uczace ich spektroskopii oscylacyjnej IR i Ramana, m.in. mgr inz. Adamem Oleszka, mgr inz.
Katarzyng Szymborska, mgr inz. Hanng Misiak, mgr inz. Katarzyng Wysockg-Krél, mgr inZ.

Aleksandra Foerster, mgr inz. Robertem Michalem, mgr inz. Maciejem Duda.
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Oprocz badan naukowych prowadzilam rézne zajecia dydaktyczne (fizykochemiczne
ikomputerowe) na kierunkach Fizyka 1 Fizyka Techniczna (specjalnoéé Inzynieria
Biomedyczna), m.in. Analiz¢g Danych Spekiroskopowych jako zajgcia autorskie: wyklad,
projekt, laboratorium. Do wielu z nich przygotowywatam materiaty dydaktyczne, jak np.
do Podstaw Chemii Ogélnej (¢wiczenia rachunkowe), Fizykochemii Materialow (Ewiczenia
rachunkowe), Pakietow Matematycznych =z oprogramowaniem Matlaba (wyktad
i laboratorium), Technologii informacyjnych (laboratorium), Jgzykéw programowania
(laboratorium), Programowania w jezyku C (laboratorium). W roku akademickim 2020-
2022r. opanowalam nowy material 2z trzech przedmiotéw: Pakiety obliczeniowe
(laboratorium), Mikrokontrolery z programowaniem w jezyku Assembler (laboratorium) oraz

Wstep do programowania w jezyku Python (laboratorium).

Prowadze réwniez staze dydaktyczno-naukowe. W dniach 1.08-30.09.2013 mgr inz. A,
Skotny, doktorantka Akademii Medycznej, odbywala staz w laboratorium Spektroskopi
Oscylacyjnej pod moim kierunkiem. Podczas stazu zaznajomita si¢ z podstawami
spektroskopii IR i metody ATR, obstugi spektrometru IR i mikroskopu IR. Poznala procedury
przygotowania probek biologicznych do badafh spektroskopii oscylacyjnej, analizy danych
spektroskopowych. W ramach stazu rozpoczetySmy badania probiotykow za pomocg technik
spektroskopii oscylacyjnej, co zaowocowalo zaprezentowaniem wynikoéw na V Sympozjum
Wspolfczesna My§l Techniczna w Naukach Medycznych i Biologicznych we Wroctawiu
(2014r.). Probujemy udoskonalic potencjalne zastosowanie tych technik do badania

wybranych lekow.

5.2.4. DZIAEALNOSC ORGANIZACYINA

W latach 2005-2007 bratam aktywny udzial w pracach Komisji Programowej (Wydziat
Podstawowych Problemow Techniki, Politechnika Wroctawska), pracujacej nad zmianami
programowymi na Politechnice Wroctawskiej dla kierunku Fizyka zgodnie z Programem
Bolonhskim. Przygotowywalam program nauczania i plany studiéw dla specjalno$ci Inzynieria
Biomedyczna na Wydziale Podstawowych Probleméw Techniki Politechniki Wroctawskiej
na rok akademicki 2005/2006 i 2006/2007.

W roku 2011 bylam wspdlorganizatorem 1 sekretarzem miedzynarodowej konferencji

18th Meeting of the European Association for Red Cell Research, ktéra odbyla si¢ w dniach
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12-15.05.2011. Do moich obowiazkéw nalezaly wszelkic prace administracyjne, redakcja

ksigzki abstraktow, przygotowania organizacyjne i opicka nad uczestnikami konferencji.

W ‘trakcie pracy zawodowej wykazalam si¢ réwniez aktywno$cia w pracy na rzecz
Wydziatu Podstawowych Problemdéw Techniki oraz Instytutu Inzynierii Biomedycznej
1 Pomiarowej. Bralam udzial w tworzeniu Laboratorium Fizykochemicznego, bytam
odpowiedzialna za zakup glowne] aparatury laboratoryjnej, materialéw i odczynnikow
chemicznych. W roku 2011 bylam odpowiedzialna za calo$ciowy remont Laboratorium

Fizykochemicznego oraz zakup mebli laboratoryjnych.

W ramach popularyzacji nauki bratam aktywny udzial na Dniach Otwartych Wydziatu
Podstawowych Probleméw Techniki Politechniki wroclawskiej w latach 20062015
ireprezentowatam Politechnike Wroclawska na targach TARED w latach 2006-2014.
W maju 2016r. bralam aktywny udzial w wycieczce dydaktyczno-naukowej dla studentow
zagranicznych z Inzynierii Biomedycznej z University of Twente z Holandii. Studenci
zaznajamiali si¢ z funkcjonowaniem laboratoriow w Katedrze Inzynierii Biomedycznej,
w tym Laboratorium Biospektroskopii. Studenci mieli mozliwo$¢ zapoznania sie z aparaturg
spektroskopows, jak réwniez z mozliwosciami badan struktur biologicznych na przyktadzie
prowadzonych przeze mmnie eksperymentow. Organizowalam réwniez wycieczki uczniow
ze szkol $rednich po laboratorium Biospektroskopii demonstrujac potencjalne mozliwosci

zastosowania metod spekiroskopowych w rdznych dziedzinach nauki i przemystu.

Swoja wiedz¢ naukowa 1 organizacyjng wykorzystalam do stworzenia Laboratorium
Spektroskopii Oscylacyjnej, ktérego jestem obecnic kierownikiem. Utworzenie tego
laboratorium od podstaw wymagato ode mnie duzego nakltadu pracy i czasu. Jego sprawne
funkcjonowanie wiazalo si¢ z licznymi dodatkowymi obowigzkami, ktore wspoldzielitam

z pracg naukowo-dydaktyczna.

5.2.5. UZYSKANE WYROZNIENIA

Za swojg pracg zostalam wyrozniona nagrodami m.in.: ,,Outstanding Paper” (I miejsce)
za wyrbzniajaca prace naukowa w czasopiSmie Industrial Lubrication and Tribology za rok
2014 (2015 r.), nagroda JM Rektora Politechniki Wroctawskiej za wyrdzniajgcy si¢ wkiad
w dziatalnos¢ Uczelni (2012 r.), Medal Bragzowy za Dlugoletnig Shizbe na Rzecz Politechniki
Wroctawskiej nadany przez Prezydenta Rzeczypospolitej Polskiej (2012 r.), Wyrdznienie

Rektora za prace w zmianach programowych na Politechnice Wroclawskiej dla kierunku
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Fizyka (specjalno$¢ Inzynieria Biomedyczna) zgodnie z programem Bolofiskim (2008 r.),
nagroda dyrektora Instytutu Fizyki za wyr6zniong pracg doktorskg (2004 r.). W trakcie swojej
pracy zawodowej otrzymatam tez stypendia: Stypendium International University Bremen
(IUB) w Niemczech, na Szkole Letnig "Complex Materials: Cooperative Projects of
the Natural, Engineering and Biosciences” (2006r.), Stypendium CEA (Commissariat

a I’énergie atomique) we Francji na odbycie stazu w w/w oérodku badawczym (2006 r.).

W latach 2022-2023 wziglam udzial w dwoch szkoleniach dydaktycznych: szkoleniu
swiadomoséciowym 1 warsztatach z zakresu pracy z osobami z réznymi rodzajami
niepelmosprawnosci w procesie dydaktycznym w ramach projektu ,Politechnika réwnych
szans” (31.01.2022) oraz szkoleniu i warsztatach " TACY SAMI, A SCIANA MIEDZY
NAMIL czyli o réznorodnosci czlonkéw grup zajeciowych” w ramach projektu
»Doskonaloé¢ dydaktyczna uczelni. AKCJA-INSPIRACJA" (5.07.2023). Szkolenia odbyly

si¢ na Politechnice Wroclawskiej we Wroclawiu.

Chcialabym nadmieni¢, ze w latach 2007/2008 oraz w roku 2009 miatam dwie przerwy

w pracy naukowej z powodu urlopow macierzyhskich i opieki nad dzie¢mi.
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5.3. PODSUMOWANIE DZIALALNOSCI NAUKOWO-BADAWCZEJ

Sumaryczne zestawienie informacji na temat dorobku naukowo-badawczego zestawitam

w ponizsze] tabeli:

- Wyszczeg6lnienie doizlc.bzrz(:em doktl;(l)‘acie RAZEM
ORYGINALNE OPUBLIKOWANE PRACE NAUKOWE, MONOGRAFIE I PUBLIKAJE KSIAZKOWE
Artykuly 3 17 20
Redaktorstwo monografii i prac zbiorowych miedzynarodowych 0 1 1
Wspdlautorstwo monografii i rozdziaty w ksigzkach 0 9 9
. . krajowe 0 20 20
Materialy konferencyine -
migdzynarodowe 0 2 2
krajowe 0 2 2
Referaty konferencyjne micdzynarodowe 0 3 3
. . krajowe 0 0 0
Streszczenia konferencyjne miedzynarodowe 0 ] 1
suma 3 55 58
UDZIAL W KONFERENCJACH NAUKOWYCH
Wygloszenie referatow krajowe . 0 7
na konferencjach nankowych miedzynarodowe 1
Prezentacja posterow krajowe 3 25 28
na konferencjach naukowych migdzynarodowe 12 20 32
suma 16 56 T2
UDZIAYL. W POJEKTACH BADAWCZYCH
Udziat w projektach jako krajowe 3 4
wykonawca migdzynarodowe 1 1
POZOSTALA DZIALALNOSC NAUKOWO-BADAWCZA
Nagrody za dzialalnos¢ naukows 0 3 3
Recenzje artykuldow opublikowanych w czasopismach 3 5
Udzial w komitetach konferencyjnych lub redakcyinych 3 3
WSKAZNIKI OCENY DOROBKU NAUKOWEGO '
Indeks Hirscha wedlug bazy Web of Science h=13
Liczba cytowan publikacji wedlug bazy Web of Science
(bez autocytowan) n=373
Sumaryczna wartos¢ punktacji ministeriainych MNiSW/MEIN 314
Sumaryczny impact factor wedtug listy Journal Citation Reports IF = 34,296

/i ‘r,)ffﬁf_ .'[1,- _r..-/ .
; {
nioskodawcy)

¢ (podpis’
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