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Reaktywne formy tlenu (ROS), reaktywne formy azotu (RNS), a takze inne rodzaje wolnych rodnikow
mogg mie¢ szkodliwy wplyw na organizmy na poziomie komdrkowym, jednakze ich wytwarzanie jest
rowniez fizjologicznym procesem niezb¢dnym dla wielu reakcji metabolicznych. Krew odgrywa szczegolng
role w mechanizmie stresu oksydacyjnego, gdyz usuwa szkodliwe produkty, w tym wiele czynnikow
utleniajacych. Podstawa projektu jest zbadanie zmian wywolanych w erytrocytach, co jest nietypowym
podejsciem do zagadnienia stresu oksydacyjnego. Wczesniejsze badania w tym zakresie skupialy sie glownie
na innych frakcjach krwi, gtownie krwinkach biatych. Wiedza na temat zmian w erytrocytach jest znacznie
ubozsza, co uzasadnia potrzebe poszerzenia wiedzy podstawowej whasnie w tym zakresie. Informacja na
temat markerow stresu oksydacyjnego zmierzonych in situ w erytrocytach moze odzwierciedlaé poziom
stresu oksydacyjnego w krwi, jak réwniez moze stanowi¢ potencjalny biomarker ogélnego poziomu stresu
oksydacyjnego w organizmie, co bytaby niezwykle przydatne w badaniach nad progresja choréb
cywilizacyjnych. Erytrocyty wykazuja uszkodzenia oksydacyjne poprzez charakterystyczne zmiany w
rozmiarze, ksztatcie i morfologii komorki, jak rowniez zmiany biochemiczne, strukturalne i funkcjonalne.
Wszystkie te parametry maja wptyw lub sa zwigzane ze zmianami w innych frakcji krwi i jej ogdélnych
wilasciwosci, takich jak zwigkszonej lepkosci i zaburzenie przeptywu.

Dlatego tez, celem projektu jest kompleksowa ocena stresu oksydacyjnego na poziomie erytrocytow z
wykorzystaniem innowacyjnej technologii. Zastosowanie kombinacji technik takich jak spektroskopii
ramanowskiej (RS), spektroskopii absorpcyjnej w podczerwieni (FT-IR) oraz mikroskopii sit atomowych
(AFM) wraz z uzupehlieniem o techniki referencyjne (UV-Vis, pomiary parametréw biochemicznych,
barwienia, gazometria krwi, ektocytometria) dostarczy nowej wiedzy na temat biochemicznych,
mechanicznych i funkcjonalnych markeréw poziomu stresu oksydacyjnego w erytrocytach.

Badania mozna podzieli¢ na trzy etapy:

1. Charakterystyka indukowanego stresu oksydacyjnego in situ w izolowanych erytrocytach
pobranych od zwierzat kontrolnych, ktéora umozliwi detekcje biochemicznych, mechanicznych i
funkcjonalnych markeréw dla zmian: hemoglobiny, lipidow i biatek wewnatrz btony komorkowe;j
erytrocytow, wlasciwosci mechanicznych, takich jak sztywno$¢ i topografia komorki; wiasciwosci
funkcjonalnych, takich jak odksztatcalno$¢ i agregacja oraz biochemicznych dla tresci pgcherzykow
wydzielniczych produkowanych przez erytrocyty.

2. Definicja i opis mozliwych biochemicznych, mechanicznych i funkcyjnych markeréw stresu
oksydacyjnego erytrocytow dla typu induktora wywolujacego uszkodzenie, rodzaju erytrocytow
(izolowane od zdrowych myszy kontrolnych oraz od mysiego modelu stresu oksydacyjnego) oraz dla
izolowanych erytrocytéw versus erytrocytow w petnej krwi.

3. Badania RS/IR/AFM na wybranych markerach i ocena poziomu stresu oksydacyjnego in vitro/ex
vivo dla erytrocytow pobranych od modeli mysich choréb cywilizacyjnych, ktore wspotdzielg
Sciezke etiologiczng, w ktorej stres oksydacyjny odgrywa wazng rolg, takich jak mysi model cukrzycy,
miazdzycy czy przerzutowos$ci nowotworowe;.

Na podstawie danych literaturowych oraz naszych wstgpnych wynikow mozna wnioskowaé, ze
wykorzystanie w projekcie kombinacji technik spektroskopii ramanowskiej, IR i AFM, uzupetionych o
techniki referencyjne, umozliwi nie tylko jakosciowo nowy opis poziomu stresu oksydacyjnego w
erytrocytach, ale rowniez moze stanowi¢ innowacyjny zestaw technik do jego tatwiejszej detekcji i opisu.
Spektroskopia RS wykorzystuje zalety immersyjnej spektroskopii konfokalnej, jak rowniez umozliwia na
otrzymanie informacji dotyczacych biochemicznych zmian w probce na poziomie molekularnym.
Spektroskopia IR, ze nie tylko umozliwia wykrycie zmian jako$ciowych, ale rowniez tatwe iloSciowe
oznaczenie wielu zmian biochemicznych. Obie techniki, majg ogromny potencjal diagnostyczny takze w
badaniach erytrocytow. AFM moze dostarczy¢ informacji na temat mechanicznych markerow uszkodzenia
komorek nawet z pojedynczego ogniwa zmian patologicznych, réwniez w przypadku erytrocytow, co
sprawia, ze to obiecujgca metoda w diagnostyce stresu oksydacyjnego. Co wigcej, techniki te umozliwiaja
przeprowadzenie analizy na niewielkiej ilosci krwi. Uzyskane dane komputerowe (zbior widm, map i
obrazéw - Ramana/IR/AFM), ktore przechowuja informacje molekularng, strukturalng, biochemiczng i
mechaniczna, mogg by¢ przechowywane do dalszej analizy.

Projekt bezposrednio umozliwi na poszerzenie obecnej wiedzy dotyczacej zmian w erytrocytach na
skutek stresu oksydacyjnego i stworzenie bardzo unikalnej grupy badawczej, ktora wykorzystuje nowe
zastosowania technologii opartej na technikach spektroskopowych i obrazowania do analizy erytrocytow, jak
rOwniez prezentuje nowa koncepcje badania stresu oksydacyjnego. Otrzymane wyniki zostang opublikowane
w mi¢dzynarodowych czasopismach o wysokim czynniku wptywu, i prezentowane na konferencjach
miedzynarodowych i polskich. Dodatkowo projekt przyczyni si¢ do stworzenia metodologii pomiaru
poziomu stresu oksydacyjnego w erytrocytach opartej na innowacyjnej kombinacji technik IR /RS/AFM co
moze zosta¢ uzyte do badan modeli mysich chordb cywilizacyjnych.



