Nr rejestracyjny: 2023/49/N/ST4/03419; Kierownik projektu: mgr Anna Pieczara

W ostatnich latach coraz wickszg uwage skupiajg badania zwigzane z dysfunkcja
mitochondriow, ktére sa dobrym celem terapeutycznym w leczeniu szerokiego zakresu chordb
cywilizacyjnych, m.in. cukrzycy czy nowotwordow. Organellum jakim sg mitochondria
odgrywaja kluczowg role w funkcjonowaniu komorek, co czyni je kluczowym elementem w
rozwoju choréb, na przyktad sercowo-naczyniowych, neurodegeneracyjnych czy tez
nowotworow, ze wzgledu na ich role w sekwencji zdarzen prowadzacych do $mierci komorki
poprzez zaprogramowane 1 nieprogramowane mechanizmy $mierci komérkowej. Szacuje sie,
ze jedna na okoto pigc¢ tysiecy 0sob posiada réznego typu zaburzenia mitochondrialne, co czyni
je jednym z najczesciej wystepujacych patologii. Mitochondria w komorkach $rodbtonka
wystepuja w niewielkiej ilo$ci i majg niewielki udziat w produkcji energii w normalnych
warunkach fizjologicznych, ale petnig bardzo wazne funkcje regulacyjne. Komorki srodbtonka
spetniajg istotng rolg w homeostazie funkcjonowania naczyn krwiono$nych, ale nie tylko.
Stanowia rowniez pierwsza bariere¢ oddzielajaca krew od glebszych warstw naczyn
krwiono$nych i tkanek pozanaczyniowych. W ten sposdb sa narazone na roézne bodzce
patologiczne, ktére mogg wywiera¢ szkodliwy wptyw na uktad naczyniowy poprzez stymulacje
nadmiernego wytwarzania reaktywnych form tlenu (ROS). Gléwnymi zroédtami ROS sg
oksydaza NADPH 1 mitochondrialne kompleksy tancucha oddechowego.

Bezposrednia wizualizacja i aktywnos¢ biologiczna poszczegolnych organelli na poziomie
komoérkowym i subkomorkowym pozostaje jak dotad ztotym standardem i jednym z najbardziej
skutecznych sposobow badania probleméw biologicznych. Kazde organellum odgrywa
wyspecjalizowang 1 istotng role w procesach komoérkowych. Nasza zdolno$¢ do badania
systemow biologicznych na poziomie mikroskopowym zostata catkowicie zmieniona dzigki
szybkiemu rozwojowi mikroskopii $wietlnej. Zazwyczaj metoda z wyboru do wizualizacji
wielu roznych rodzajow czasteczek w celu zrozumienia tak zlozonych systemow, jak komorki,
jest mikroskopia fluorescencyjna. Jednak gléwnym problemem w obrazowaniu organelli
fluorescencyjnych jest fotostabilno$¢ znacznikéw fluorescencyjnych, ktore czesto sg raczej
duze, ograniczajac uzyteczno$¢ do obrazowania malych czasteczek, a dodatkowo, ze w
niektorych przypadkach moga zmienia¢ fizjologie probki, a co za tym idzie zaburzac
prawidlowy odczyt. Atrakcyjng alternatywa dla mikroskopii fluorescencyjne;j jest mikroskopia
ramanowska (ang. RM). RM nalezy do nielicznej grupy metod nieinwazyjnych, ktore nie
wymagaja dodatkowego znakowania, aby by¢ skuteczng technika obrazowania pojedynczych
komorek z duzg rozdzielczoscig. Widma ramanowskie komorek sg bardzo ztozone, zawieraja
informacje o wszystkich czasteczkach wystepujacych w probee, dajac wglad w budowe
chemiczng, jak 1 zmiany zachodzace w komorkach. Kilka lat temu przedstawiono nowe
podejscie z wykorzystaniem reporteréw ramanowskich (ang. Rp), znakowanego wariantu
obrazowania ramanowskiego. Jest to stosunkowo nowa metoda stosowana w badaniach
subkomorkowych, pozwalajaca na znacznie lepsza selektywnos$¢ i czuto$¢ niz bezznacznikowa
mikroskopia ramanowska. Znakowany RM wykorzystuje tak zwany cichy obszar (1800 — 2800
cm?) na widmie ramanowskich, gdzie nie obserwuje si¢ pasm charakterystycznych dla
biomolekut obecnych w komorce.

Hipoteza badawcza projektu méwi o uzytecznosci nowo opracowanych i dostepnych Rp
do $ledzenia procesow zachodzacych w ztozonych uktadach biologicznych, a w szczegdlnosci
pojedynczych organelli komorkowych w réznych modelach in vitro. Jednym z gtéwnych celow
projektu jest poszukiwanie spektralnych markerow dysfunkcji srodbtonka oraz mitochondriow
na poziomie subkomorkowym za pomocg technik spektroskopowych. Zaplanowane badania
pozwola na uzyskanie nowych i1 warto$ciowych informacji, ktére moga zosta¢ wykorzystane w
$ledzeniu zmian zachodzacych w stanach patologicznych.



