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1. NAUKOWY CEL PROJEKTU

Tlenek azotu (NO) jest jedng z gtownych czasteczek przekaznikowych, zaangazowanych w utrzymanie prawidtowej
rownowagi naczyniowej w ukltadzie krwiono§nym czlowieka poprzez udzial w obnizeniu ci$nienia krwi oraz
rozkurczu mig$ni gtadkich. Dziatanie NO jest kontrolowane, miedzy innymi, przez biatka hemowe, ktdre uczestnicza
zarOwno we wzmocnieniu, jak i ostabieniu dziatania rozkurczowego tlenku azotu. Znaczenie biatlek hemowych
zalezy od stanu utleniania jonu Zelaza znajdujgcego si¢ w ich pier§cieniu porfirynowym — bialka ferrohemowe
(z jonem zelaza Fe?*) powoduja wychwyt NO oraz w konsekwencji zablokowanie jego dzialania, podczas gdy
bialka ferrihemowe (z jonem Zelaza Fe®") oddzialuja z NO w sposob odwracalny umozliwiajac jego dyfuzje
oraz podtrzymujac bioaktywnos$¢. Jednakze dokladna rola bialek ferrihemowych pozostaje niejasna, poniewaz
zadna z aktualnie dostepnych metod badawczych nie umozliwia jednoczesnej detekcji, rozroznienia i charakterystyki
dystrybucji przestrzennej biatek ferro- i ferrihemowych. Celem niniejszego projektu jest opracowanie unikatowej
metodologii obrazowania z wykorzystaniem rezonansowej spektroskopii ramanowskiej (rR), ktéra pozwoli na
zbadanie nieodkrytych aspektow regulacji bioaktywnosci NO przez bialka ferrihemowe oraz umozliwi lepsze
zrozumienie mechanizmoéw regulujacych przekaznictwo NO w erytrocycie oraz $cianie naczynia.

2. STOSOWANA METODOLOGIA

Metodologia projektu bedzie specjalnie zaprojektowania w oparciu o obrazowanie rR z wykorzystaniem wzbudzenia
o dlugosci fali 405 nm (rezonansowe wzmocnienie sygnatu od biatek hemowych), wspartych obrazowaniem
ramanowskim z wykorzystaniem wzbudzenia 532 nm (sygnatl od lipidow oraz pozostalych bialek w probce) oraz
pomiarami polaryzacyjnymi (zmiana ptaszczyzny $wiatta wzbudzajacego w celu uzyskania dodatkowych informacji
strukturalnych). To unikatowe potaczenie pozwoli na prowadzenie pomiaré6w w sposob nie wymagajacy
dodatkowych znacznikéw oraz przygotowania probki, ktorych wyniki dostarcza informacji o obecnosci bialek
hemowych w prébce, ich rozroznieniu na bialka ferro- oraz ferrihemowe wraz z precyzyjna lokalizacjg
w badanym materiale. Metodologia zostanie skorelowana w oparciu o uznane metody histologiczne oraz
immunohistochemiczne. Wplyw biatek ferrihemowych na przekaznctwo NO zostanie dodatkowo sprawdzony
z wykorzystaniem takich technik jak: spektroskopia absorpcyjna UV-Vis i EPR, ELISA oraz chemiluminescencja.

3. POWODY PODJECIA TEMATYKI BADAWCZEJ

Odkrycie, ze nieznanym w latach 80 czynnikiem rozkurczajacym pochodzenia srodbtonkowego (z ang. endothelium-
derived relaxing factor, EDRF) jest tlenek azotu, okazato si¢ sporym przetomem w medycynie uktadu krwiono$nego.
Gltoéwng wskazéwka do tego odkrycia okazata si¢ hemoglobina — biatko hemowe, ktore w stanie utlenienia jonu
zelaza Fe?* jest zdolne nie tylko do odwracalnego wigzania tlenu, lecz takze do wychwytu oraz blokowania
bioaktywnosci NO. Jednakze, jak sie pOzniej okazato, hemoglobina w stanie Fe®* rowniez oddziatuje z NO
prowadzac do powstania nietrwatego kompleksu, umozliwiajacego dyfuzje NO oraz podtrzymanie jego wlasciwosci
rozkurczowych. Dlatego tez uznano, ze biatka ferrihemowe moga odgrywac istotng role w fizjologii dziatajac jako
przenosniki NO (np. w postaci kompleksu) lub jako produkty przejSciowe w tworzeniu trwalszych polgczen (np.
SNO-HDb). Ostatnie lata przyniosty rowniez inne przyktady biatek hemowych, takich jak a-globina oraz cytoglobina,
w ktorych stan utlenienia Fe®* jest kluczowy w kontekscie bioaktywnosci NO. Jednak pomimo intensywnych badan,
wciaz pozostaje niejasne, czy podtrzymanie bioaktywnos$ci NO w erytrocycie oraz §cianie naczynia zalezy tylko
od zapewniania braku dostepnych bialek ferrohemowych (ktore wychwytuja i dezaktywuja NO) czy tez
kluczowa pozostaje obecnos¢ bialek ferrihemowych (ktore podtrzymuja i wspieraja dziatanie NO).

4. SPODZIEWANE EFEKTY
Realizacja projektu pozwoli na zaprojektowanie unikatowej metodologii obrazowania rR do detekcji,
rozroznienia oraz charakterystyki dystrybucji przestrzennej bialek ferro- i ferrihnemowych, co rzuci nowe
$wiatlo na istotnos¢ bialek ferrihemowych w kontekscie regulacji bioaktywnosci NO w uktadzie krwiono$nym
oraz doprowadzi do lepszego zrozumienia tego niezwyklego przymierza pomiedzy przekaznictwem NO
a erytrocytami i Sciang naczynia.



