Nr rejestracyjny: 2016/23/D/ST4/01576; Kierownik projektu: dr inz. Krzysztof Michat Zamoj¢

Gtéwnym celem projektu badawczego jest zaprojektoes innowacyjnej metody pomiaru
catkowitej ilosci réznych reaktywnych form azotu i tlenu (RNOS)egdhcych prekursorami stresu
oksydacyjnego. Metoda ¢lizie polega na identyfikacji, a nagpnie ilosciowym oznaczeniu, z
wykorzystaniem gtéwnie wysokosprawnej chromatogreiczowej, spektroskopii fluorescencyjnej oraz
pochodnych kumaryny z dwoma podstawnikami hydraksymi w roli sensorow fluorescencyjnych —
rodnikéw nitroksylowych — powstatych w wyniku regik@dznych ,putapek spinowych” (hydroksyloaminy,
nitrony oraz zwizki nitrozowe) z badanymi RNOS. Wprowadzenie wysgenowanych ,putapek
spinowych” do modelowego roztworu buforowego, zamjigego r@ne RNOS, a nagbnie pomiar
ilosciowy powstatych rodnikéw nitroksylowych stan@wiedzie czuh, doktadn, stosunkowo tagii szyblg
posrednia metod pomiaru poziomu stresu oksydacyjnego w badanepgar6 Dodatkowo, ten sam
eksperyment zostanie przeprowadzony w materiallodicznym — ekstraktach komérek nowotworowych
piersi hodowanych w imych warunkach, w tym railzy innymi w warunkach stresu oksydacyjnego
indukowanego promieniowaniem jonizaym. Rysunek pouej stanowi graficzne przedstawienie bada

bedacych istoy niniejszego projektu.
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W pierwsze] kolejnéci zostam zbadane reakcje pogizy grum ,putapek spinowych”
(hydroksyloaminy, nitrony, zwgeki nitrozowe) a rénymi RNOS. Zidentyfikowane zostarprodukty tych
reakcji oraz zaproponowane prawdopodobne mechanidtnyktury powstatych rodnikéw nitroksylowych
zostam potwierdzone dzki chromatograficznemu poréwnaniu z komercyjnie tef@symi wzorcami.
Dodatkowo, okrélona zostanie selektywio wybranych ,putapek spinowych” wzglem poszczegoinych
RNOS. W kolejnym etapie zostanokreilone oddziatywania poredzy rodnikami nitroksylowymi
(produktami reakcji ,putapek spinowych” z RNOS) gsslekcjonowanymi fluoroforami (dihydroksylowe
pochodne kumaryny). W przypadku czysto fizycznyctidzatywar okreslony zostanie mechanizm
wygaszania fluorescencji (jakmowo i ilosciowo) oraz wyznaczone zostarstatle szybkéri gaszenia
fluorescenciji. W przypadku reakcji chemicznych délara zostanie ich kinetyka oraz prawdopodobne
mechanizmy. Dodatkowo zidentyfikowane zogtgrodukty tych reakcji, Zastzenia eksperymentalne
powstatych rodnikéw nitroksylowych zostanokrellone na podstawie przygotowanych krzywych
kalibracyjnych. Ostatecznie, wprowadzenie wyselakojvanych ,putapek spinowych” do roztworu
zawierajcego ra@ne RNOS, a nagpnie pomiar iléciowy powstatych rodnikow nitroksylowych (na
podstawie ich oddziatywaz odpowiedry pochodrm kumaryny) umeliwi precyzyjne ustalenie catkowitej
zawartdci tych indywiduéw. S§zenia wytych do eksperymentu ,putapek spinowych” zosgtdobrane w
taki sposob, by zagwarantogvaatkowite zwjzanie RNOS (ich brak po reakcji z ,putapkami spigov’
zostanie potwierdzony z wykorzystaniem komercyjniwstpnych sensoréw fluorescencyjnych).
Dodatkowo, zostanzbadane oddziatywania pogdizy badanymi kumarynami a zygkami kedagcymi w
warunkach biologicznych potencjalnymi interferenta®y ocené uzyteczndéé proponowanej metody
pomiaru poziomu stresu oksydacyjnego w badaniaclodicznych, zostanprzeprowadzone odpowiednie
badania z wykorzystaniem ekstraktéw otrzymanychepriizz komorek raka piersi (linia MCF-7)
hodowanych w trzech wariantach: (i) normalnegaestia tlenu, (ii) normalnegoegtenia tlenu i poddanych
ekspozycji na promieniowanie joniage, co wywotuje stres oksydacyjny oraz (iii) w wakach hipoks;ji.

Realizacja projektu zapogtkuje niewgtpliwie badania nad poszukiwaniem nowych biosenspro
ktore jeszcze efektywniej hiwyselekcjonowane przez nas ,putapki spinowetifowigzaly skt z r&nymi
RNOS, a tym samym neutralizowaly ich negatywne tdmia. Wyniki uzyskane z jej zastosowaniem
wykorzystane mog zosté w badaniach biologicznych do identyfikacji w korkéch miejsc, w ktérych
stezenie reaktywnych form azotu i tlenu jest alarpeoj wysokie, jak réwnie do ustalenia granicznego
stezenia RNOS, przy ktérym obserwowang skutki wystpienia stresu oksydacyjnego. W konsekwencji
mog one wplyrna¢ na rozwéj metod diagnostyki i leczeniazmgch schorze obejmugcych m. in.: choroby
ukladu naczyniowego, zaburzenia neurologiczne, |mapachoroby stawow czy choroby ptuc.
Zaprojektowana w ramach realizacji projektu metodaze znalé¢ zastosowanie w szeroko pitgjj
biotechnologii, w diagnostyce medycznej, a w prity&d takze w przemyle farmaceutycznym.



