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POPULARNONAUKOWE STRESZCZENIE PROJEKTU

Reaktywne formy tlenu (RFT), w tym tlen singletowy, powstaja w komorkach w efekcie naturalnie
zachodzacych procesow metabolicznych. Ponadto, rézne rodzaje RFT moga by¢ generowane przez
czynniki egzogenne, m.in. palenie tytoniu, spozycie duzych ilosci thuszczéw bogatych w nasycone
kwasy thuszczowe lub wzrost tempa oddychania podczas wzmozonego wysitku fizycznego. W
prawidlowej komorce naturalnym stanem jest rownowaga miedzy powstawaniem RFT i ich
usuwaniem przez sprawnie dzialajacy system antyoksydacyjny (antioxidant defense system),
ktorego dziatanie mogg wspomaga¢ przeciwutleniacze, np. witamina C i E. Zachwianie réwnowagi
miedzy powstawaniem i usuwaniem RFT w kierunku reakcji utleniania, okreslane jest mianem
stresu oksydacyjnego, ktory wywiera niekorzystne efekty na funkcjonowanie komorek. Bardzo
dobrze udokumentowana jest rola RFT w patogenezie chordéb cywilizacyjnych, m.in. cukrzycy,
nadci$nienia, miazdzycy, jak réwniez w indukowaniu zaburzen neurodegeneracyjnych, w tym
choroby Parkinsona, Alzheimera czy stwardnienia rozsianego. Wiele réznorodnych testow
umozliwia ocen¢ efektow dziatania RFT na wybrane komponenty i kompartmenty komoérkowe,
ktora opiera si¢ na detekcji wybranych biomarkerow stresu oksydacyjnego, np. aldehydu
malonowego czy modyfikacji grup tiolowych w biatkach. Pomimo wysokiej czulosci, zaden z
dostepnych testow nie pozwala na dynamiczne monitorowanie poziomu wewngtrzkomorkowych
RFT i ich lokalizacji w komorce.

Analiza powyzsza mozliwa jest dzigki zastosowaniu sond fluorescencyjnych, ktore w formie
zredukowanej charakteryzuje niska intensywnos¢ fluorescencji, natomiast ich utlenienie wywotuje
jej znaczacy wzrost. Flawiny sg przyktadem takich czasteczek. Sg one obecne w komorkach, gdzie
uczestniczg w licznych procesach biologicznych dzigki unikalnej kombinacji ich witasciwosci
redukujaco utleniajacych 1 optycznych.

Flawiny sa obiecujacymi kandydatami na fluorescencyjne sondy, redoks poniewaz moga by¢
odwracalnie ,,przetagczane” pomiedzy zredukowana, nieaktywna ("wylaczong") forma i1 forma
utleniong ("wtaczong") w naturalnym srodowisku komorek.

Postawilismy hipotezg, ze poprzez odpowiednia modyfikacj¢ mozna je racjonalnie zoptymalizowaé
w celu uzyskania zwigzkéw o wysokiej fluorescencji (dla opracowania fluorescencyjnych sond
redoks), jak 1 takich, ktore dobrze sensybilizuja tlen singletowego (dla opracowania potencjalnych
lekéw w terapii fotodynamicznej).

Dostepne fluorescencyjne sondy redoks, ze wzgledu na zmieniajace si¢ warunki inkubacji (pH,
temperatura, sktad chemiczny) nie sg dogodnym narzgdziem w dynamicznej ocenie zar6wno
wewnatrzkomorkowych RFT, jak i analizowanych w uktadach modelowych. Niniejszy projekt
wychodzi naprzeciw temu zapotrzebowaniu, gdyz jego nadrzednym celem jest projektowanie,
synteza i charakterystyka sond fluorescencyjnych opartych na pochodnych flawinowych. Atutem
projektu jest doswiadczenie Autorow w tego typu projektowaniu, co potwierdzajg wstepne wyniki
badan, rowniez z wykorzystaniem komorek ludzkich w warunkach in vitro. Uzyskane w ramach
projektu sondy redoks umozliwig precyzyjne przyzyciowe dynamiczne monitorowanie poziomu
RFT w komorce i jej srodowisku, dzieki zastosowaniu zaawansowanych technik mikroskopowych,
cytometrii przeptywowej oraz zaawansowanym metodom spektrofluorymetrycznym. Ponadto,
pochodne flawinowe beda wykorzystane nie tylko jako narzgdzia do monitorowania poziomu RFT
w obecnosci referencyjnych antyoksydantow,, ale takze jako generatory tlenu singletowego.
Zestawienie wynikow badan przyzyciowych z rezultatami standardowych testow do oceny
biomarkeréw stresu oksydacyjnego, umozliwi kompleksowg charakterystyke efektow dziatania
RFT na komorke¢. Jednymi z najbardziej narazonych na dziatanie RFT komorek sg erytrocyty
ludzkie, ze wzglgdu na funkcje transporterow tlenu. Porownanie wynikow analiz uzyskanych dla
erytrocytow ludzkich oraz wybranych linii komdérkowych umozliwi kompleksowa oceng RFT w
réznych typach komorek i w r6znych warunkach inkubacji. Niniejszy projekt obejmuje zagadnienia
znajdujace si¢ w centrum uwagi fotochemii, chemii produktéw naturalnych oraz biologii
komorkowej 1 molekularnej, zarowno w obszarze badan eksperymentalnych, jak i teoretycznych.



